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1 Einleitung1 Einleitung
Ein Ziel des Humanen Genom Projektes ist es, die Sequenzabfolge der einzelnen Bausteine der
Erbsubstanz, der DNA, vollständig zu entschlüsseln (Abschnitt 1. 7). Daneben kann es auch
zum besseren Verständnis der Struktur der Chromosomen und zur Identifizierung ihrer funk-
tionellen Bausteine beitragen.
Der ungeheure Informationsgehalt einer Säugerzelle, der in ihrem Genom kodiert ist, muß
nicht nur einwandfrei zeitlich und gewebsspezifisch abgelesen werden, um einen Organismus
entstehen und leben zu lassen (Transkription), sondern er muß auch identisch redupliziert wer-
den (Replikation). Die immense Größe dieses Genoms (etwa 3Milliarden Basenpaare) erfordert
eine zeitliche (Zellzyklus) und strukturelle (Chromosomen) Organisation, die die Verdopplung
und Weitergabe auf die Tochterzellen möglichst effizient gestaltet. Das gesamte Genom wird
in einzelne Riesenmoleküle, die Chromosomen, unterteilt, die zyklisch strukturellen Verände-
rungen unterworfen werden, um so die verdoppelte DNA, die beiden Chromatiden, exakt auf
die beiden Tochterzellen verteilen zu können.
Die funktionellen und strukturellen Bestandteile der Chromosomen sind nicht leicht zugän-
gig und nur ansatzweise verstanden. Ihre Funktionalität sollte aber ausgenutzt werden können,
um aus ihnen künstliche Vektoren zu entwickeln, die ein wichtiges Werkzeug für die stabile
Weitergabe großer DNA-Abschnitte und deren Untersuchung in Säugetieren sein könnten. Da-
her ist das Auffinden und Erforschen solcher funktioneller Chromosomenabschnitte eine der in-
teressantesten Herausforderungen der modernen molekularen Zellbiologie.
1. 1 Chromosomen
Der Begriff Chromosom wurde 1888 von Wilhelm Waldeyer eingeführt. Er leitet sich von der
im Zellkern anfärbbaren Substanz ab, die bereits 1874 von Arnold und 1881 von Flemming be-
obachtet und von Flemming Chromatin genannt wurde. Von Sutton und Boveri wurde 1904 die
Theorie formuliert, daß die Chromosomen die Träger der Erbanlagen seien. Der menschliche
Zellkern enthält 46 Chromosomen, 22 Autosomenpaare und zwei Geschlechtschromosomen.
Mit Ausnahme der Gameten, die die Reifeteilung (Meiose) durchlaufen, haben menschliche
Zellen einen diploiden Chromosomensatz (Murken und Cleve, 1988; Traut, 1991).1
1 EinleitungAls Molekül, in dem die Erbinformation verschlüsselt ist, wurde 1944 von O.T. Avery die
Desoxyribonukleinsäure (DNA) identifiziert. Sie wurde bereits 1871 von Friedrich Miescher
zusammen mit der Ribonukleinsäure (RNA) aus Zellkernen präpariert, und von ihm wurden
auch die elementaren Bestandteile dieser Nukleinsäuren charakterisiert (Traut, 1991). VonWat-
son und Crick wurde 1953 ein Modell der dreidimensionalen Struktur der DNA entworfen
(Watson und Crick, 1953). Nahezu die gesamte DNA einer eukaryontischen Zelle befindet sich
in ihrem Zellkern, wo sie zusammen mit einer ganzen Reihe von Proteinen (wie etwa den His-
tonen) zu den Chromosomen organisiert ist.
Die Aufgabe der Chromosomen ist, neben der Verpackung der DNA-Fäden zu einer kom-
pakten Struktur, die Gewährleistung und Ermöglichung der korrekten Verteilung der verdop-
pelten DNA auf die Tochterzellen in der Mitose, die Reduktionsteilung, sowie die
Rekombination der homologen DNA-Moleküle in der Meiose. Der Kondensationsgrad der
Chromosomen ist abhängig vom Zellzyklus und ist in der Mitose am höchsten. Während der
Pro- undMetaphase ist es möglich, Chromosomen zu präparieren, die im Lichtmikroskop sicht-
bar sind. Durch spezifische Färbungen kann man eine Bänderung der Chromosomen erzeugen
(z.B. G-, Q-Banden durch Giemsa oder Quinacrin), wodurch man einzelne Abschnitte der Chro-
mosomen besser unterscheiden kann. In der Metaphase, kurz vor der Teilung der Chromoso-
men, lassen sich die beiden Schwesterchromatiden gut erkennen, sie sind dann nur noch an der
primären Konstriktion, dem Zentromer, an dem die Spindelfasern ansetzen, verbunden (Wol-
stenholme, 1992).
Die Packungsdichte des Chromatins im Interphasekern hat einen Einfluß auf die Transkrip-
tion der DNA. Stärker komprimiertes Heterochromatin ist transkriptionell inaktiver als weniger
komprimierte Chromosomenabschnitte, Euchromatin, (Traut, 1991; Strachan und Read, 1996).
Aber selbst in transkriptionell aktiven DNA-Abschnitten bleiben die Histone oft mit der DNA
verbunden und haben einen direkten Einfluß auf die Transkriptionsmaschinerie der Zelle (Fel-
senfeld, 1992; Wolffe, 1992).
Nachdem die funktionellen DNA-Elemente der Chromosomen in der Bäckerhefe (S. cerevisiae)
identifiziert worden waren, konnten Chromosomen künstlich konstruiert werden (Murray und
Szostak, 1983). Für die ordnungsgemäße Funktion von Chromosomen sind drei DNA-Elemente
notwendig: Das Zentromer (CEN) für die Chromosomensegregation, Telomere (TEL) für die
Chromosomenintegrität und Replikationsursprünge (ARS) zur Replikation der DNA. Die aus
diesen drei Elementen zusammengesetzten künstlichen Hefechromosomen (YACs) ermögli-2
1 Einleitungchen nicht nur die Analyse der Chromosomenfunktion, sondern sie sind auch hilfreich für die
Klonierung großer DNA-Fragmente (Burke et al., 1987).
1. 2 Telomere
Die Telomere bilden das natürliche physikalische Ende des DNA-Doppelstranges aller linearen
Chromosomen. Daß diese natürlichen Chromosomenenden spezielle terminale Strukturen auf-
weisen, wurde bereits Mitte des letzten Jahrhunderts aus Bestrahlungsversuchen an der Frucht-
fliege Drosophila und der Maispflanze geschlossen (Muller, 1938; McClintock, 1941;
McClintock, 1942). Die frischen Bruchenden der Chromosomen neigen nämlich dazu, im Ge-
gensatz zu den natürlichen Enden, miteinander zu verschmelzen. Sie verschmelzen nicht mit na-
türlichen Chromosomenenden. Es muß daher eine Struktur an den natürlichen
Chromosomenenden bestehen, die sich von der frisch induzierten Bruchstelle unterscheidet und
sie gegen das Verschmelzen schützt.
Neuere Untersuchungen haben gezeigt, daß die meisten Telomere von eukaryontischen Or-
ganismen aus kurzen guaninreichen Sequenzwiederholungen bestehen, die mit einer Reihe von
Proteinen komplexiert sind, und eine heterochromatin-ähnliche Struktur bilden. Die Enden
menschlicher Chromosomen enthalten einen 2-30 kb langen telomerischen Repeat der Sequenz
(TTAGGG)n (Moyzis et al., 1988; Allshire et al., 1988; deLange et al., 1990). Diese Sequenz-
wiederholung ist durch die gesamte Vertebratenentwicklung konserviert (Meyne et al., 1989).
Die Telomere von menschlichen Chromosomen enden, wie die vieler anderer Organismen, in
einem 75-200 bp langen 3’-Überhang des guaninreichen DNA-Stranges (Makarov et al., 1997;
McElligott et al., 1997).
Neben dem Schutz vor Chromosomenfusionen und DNA-Abbau ermöglicht die Struktur der
Telomere die Replikation der Chromosomenenden. Während der DNA-Replikation wird der
Folgestrang diskontinuierlich synthetisiert. Dazu muß aber im Gegenstrang noch ausreichend
DNA vorhanden sein, um einen RNA-Primer binden zu können. Diese ist am Ende eines linea-
ren DNA-Fragmentes nicht vorhanden. Das heißt die Chromosomen würden bei jeder DNA-Re-
plikation ein Stück kürzer werden (Endreplikationsproblem). Nach einer endlichen Anzahl von
Zellteilungen würden dadurch auch kodierende Abschnitte des Genoms abgebaut, bis das Über-
leben der Zellen nicht mehr gewährleistet ist. Das Problem, die Chromosomenenden zu repli-
zieren, wird bei den meisten Eukaryonten dadurch gelöst, daß der Leitstrang mit Hilfe eines
speziellen Enzyms, der Telomerase, weiter synthetisiert wird (Morin, 1989). Die Telomerase ist3
1 Einleitungeine Reverse Transkriptase, die ein RNA-Molekül (TR) enthält, welches zu dem terminalen Re-
peat der Chromosomen komplementär ist. Sie bringt also ihre eigene Matrize mit und ist da-
durch in der Lage, neue Telomerrepeats an den G-reichen Strang der Chromosomenenden
anzuhängen.
In S. cerevisiae konnten durch die Untersuchungen von ever shorter telomeres (est)-Mutan-
ten vier Proteine identifiziert werden, die für die in vivo Aktivität der Telomerase benötigt wer-
den (Lundblad und Szostak, 1989; Lendvay et al., 1996). In est-Mutanten werden die Telomere
stetig kürzer und nach 50-100 Generationen kommt es zumWachstumsstillstand oder zu Senes-
zenz der Zellen. Die katalytische Untereinheit der Telomerase (TERT: Telomerase Reverse-
Transkriptase) wird durch eines der so gefundenen Gene, est2, kodiert.
Die katalytische Untereinheit der Telomerase konnte zwischenzeitlich in vielen verschiede-
nen Organismen wie Euplotes, S. cerevisiae, S. pombe, Mensch, Maus, Tetrahymena und Oxy-
trichia identifiziert werden. Sie zeigt eine starke Konservierung während der Phylogenese
(Ligner und Cech, 1996; Lingner et al., 1997a; Meyerson et al., 1997; Nakamura et al., 1997;
Bryan et al., 1998; Collins und Ghandi, 1998; Greenberg et al., 1998). Vergleiche in der Ami-
nosäuresequenz zeigen eine Homologie der TERTs zu den Reversen Transkriptasen (RT) ver-
schiedener Retroelemente. Sie enthalten alle sieben für Reverse Transkriptasen typischen
Sequenzelemente, 1, 2 und A-E, (Xiong und Eickbush, 1990) und ein telomerasespezifisches
Motiv, T. Dabei scheinen die TERTs der Reversen Transkriptase von non-long terminal repeat
(non-LTR) Retrotransposons am ähnlichsten zu sein (Nakamura et al., 1997). In in vitro Versu-
chen ist alleine diese katalytische Untereinheit und ihr RNA-Template (TR) für die Telomera-
seaktivität notwendig (Lingner et al., 1997b; Weinrich et al., 1997; Beattie et al., 1998).
Es ließ sich beobachten, daß nicht alle mehrzelligen Organismen Telomerase zur Verlänge-
rung ihrer Telomere benutzen. Die Chromsomen der Fruchtfliege Drosophila besitzen keine
kurzen Telomerrepeats. Sie verlängert ihre Telomere durch die Transposition der non-LTR Re-
trotransposonsHeT-A und TART (Biessmann et al., 1990; Levis et al., 1993), also den Retroele-
menten, deren RT der Telomerase sehr ähnlich ist. Dies ist allerdings kein genereller
Mechanismus bei Insekten, da in einer Reihe von anderen Arten, Chromosomen mit Telomer-
repeats und Telomeraseaktivität nachgewiesen werden konnten (Okazaki et al., 1993; Sasaki et
al., 2000).
Neben den TERT-Proteinen sind noch eine ganze Reihe von anderen Proteinen identifiziert
worden, die entweder direkt an die Telomer-DNA binden oder mit diesen komplexiert sind. Als
erstes Telomerase-assoziiertes Protein in Säugetieren wurde TP1/TLP1/TEP1 durch Sequen-4
1 Einleitung5
zhomologien zu p80 von Tetrahymena gefunden (Harrington et al., 1997a; Nakayama et al.,
1997). Die Funktion von TEP1 ist allerdings unklar. TEP1 ist in der Lage, an die RNA-Einheit
der Telomerase, hTR (Feng et al, 1995), und hTERT zu binden, ist aber für die Funktion der
Telomerase in vitro nicht essentiell (Weinrich et al., 1997; Beattie et al., 1998).
Bisher konnten zwei Telomerrepeat bindende Faktoren, TRF1 und TRF2, identifiziert wer-
den (Zhong et al., 1992; Chong et al., 1995; Bilaud et al., 1997). Beide Proteine enthalten ein
Myb-Motiv mit dem Namen telobox,welches für die Erkennung des Telomerrepeats notwendig
ist, und binden als Homodimer an den doppelsträngigen Anteil des Telomerrepeats (Broccoli et
al., 1997). Sowohl TRF1 als auch TRF2 sind für die Kontrolle der Telomerlänge zuständig.
Eine Überexpression von TRF1 führt zu einer Verkürzung der Telomere um etwa 10 bp pro
Zellverdopplung (van Steensel und deLange, 1997). Die Expression eines dominant negativen
Allels von TRF1, welches das endogene TRF1 von den Telomeren verdrängt, führt dagegen zu
einer Verlängerung des Telomerrepeats.
Die Überexpression von TRF2 führt ebenfalls zu einer Verkürzung des Telomerrepeats
(Smogorzewska et al., 2000). Zellen, die ein dominant negatives Allel von TRF2 exprimieren,
gehen allerdings in eine p53-abhängige Apoptose (Karlseder et al., 1999) und Telomere ohne
TRF2 verlieren ihren 3’-Überhang und neigen zu Fusionen (van Steensel, 1998). TRF2 scheint
somit eine wichtige Rolle bei der strukturellen Organisation der Chromosomenenden zu spie-
len.
Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß die Telome-
re von Säugetieren in einer Schlaufe enden (Griffith et al., 1999). Dazu wurden etwa 5 kb lange
lineare DNA-Fragmente, die einen etwa 2 kb langen Telomerrepeat enthielten und einen 150-
200 bp langen 3’-Überhang des G-reichen Stranges aufwiesen, mit rekombinantem, menschli-
chen TRF2 inkubiert. Die elektronenmikroskopische Analyse zeigte, daß sich lassoartige Mo-
leküle, die t-loops (Telomerschleifen) genannt werden, gebildet hatten (Abbildung 1), an deren
Schleifen-Schwanz-Übergang in allen Fällen ein großer TRF2-Proteinkomplex vorhanden war
(der Ausdruck “Schwanz” wird für die doppelsträngige DNA verwendet, die sich an den zirku-
lären Anteil des DNA-Moleküles anschließt). Eine ähnliche Struktur der DNA konnte auch an
Telomeren aus Zellen beobachtet werden, deren Kerne zuvor mit Psoralen/UV (crosslinking)
behandelt wurden (Griffith et al., 1999). Sowohl der Schwanz, wie auch die Schleife der Frag-
mente bestehen aus doppelsträngiger DNA. Der einzelsträngige 3’-Überhang hat sich am
Schleifen-Schwanz-Übergang an die DNA angelagert.
1 EinleitungIn diesem Zusammenhang ist die Beobachtung von Interesse, wonach TRF1 in der Lage ist,
die DNA-Doppelhelix zu knicken (Bianchi et al., 1997) und in vitro Telomerrepeats aneinander
zu lagern (Griffith et al., 1998). Die Bildung eines t-loops ist ein möglicher Mechanismus, um
die natürlichen, linearen Enden der Chromosomen vor DNA-Reparaturenzymen, Telomerase
und den Kontrollstellen für DNA-Schädigungen (p53) abzuschirmen (Griffith et al., 1999).
Die Bindung von TRF1 an telomere DNA kann durch das Enzym Tankyrase (TRF1-interac-
ting, ankyrin-related ADP-ribose polymerase) inhibiert werden (Smith et al., 1998). Tankyrase
hat eine Homologie zu Ankyrinen und zur katalytischen Domäne von Poly(ADP-Ribose)Poly-
Abbildung 1: Modell der
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1 Einleitungmerase (PARP). Eine Colokalisation von Tankyrase und TRF1 an Telomeren von Metaphase-
chromosomen konnte beobachtet werden (Smith et al., 1998). Die ADP-Ribosylierung von
TRF1 durch Tankyrase inhibiert die Bindung von TRF1 an ein doppelsträngiges [TTAGGG]12-
Oligonukleotid in vitro. Daher ist Tankyrase ein potentieller Regulator der t loop-Bildung oder
-Aufrechterhaltung an Chromosomenenden (Griffith et al., 1999).
Als ein weiterer Interaktionspartner von TRF1 wurde TIN2 identifiziert (Kim et al., 1999).
TIN2 interagiert mit TRF1 in der Nähe von dessen Homodimerisationsdomäne, und eine Colo-
kalisation der beiden Proteine in Zellkernen und Metaphasechromosomen konnte gezeigt wer-
den. TIN2 hat zusammen mit TRF1 eine negative regulatorische Wirkung auf die Aktivität der
Telomerase, denn die Expression von dominant negativem TIN2 führt zu einer Verlängerung
der Telomerrepeats. Der Mechanismus dieser Regulation ist allerdings noch unklar: TIN2 und
auch das dominant negative TIN2 binden selbst nicht an DNA und beeinflussen auch nicht die
Bindung von TRF1 an die Telomer-DNA. TIN2 hat in vitro weder einen direkten Effekt auf die
Telomerase, noch interagiert es direkt mit der katalytischen Untereinheit (Kim et al., 1999).
Als ein weiterer Regulator der Telomeraseaktivität wurde hRap1 identifiziert (Li et al.,
2000). Das Protein hRap1 interagiert mit TRF2, bindet aber selbst nicht an Telomer-DNA. Eine
Colokalisation von TRF2 und hRap1 an Telomeren von Metaphasechromosomen konnte ge-
zeigt werden. Wird die Bindung von TRF2 an die Telomerrepeats durch die Expression einer
dominant negativen Mutante von TRF2 effizient unterdrückt, kann auch keine Lokalisation von
hRap1 an Telomere mehr beobachtet werden. Das humane Rap1 hat eine signifikante Sequenz-
übereinstimmung (24%-25%) mit scRap1p in drei unterschiedlichen Domänen. Das Rap1p-
Protein der Hefe ist aber im Gegensatz zu hRap1 in der Lage, selbständig DNA als Homodimer
zu binden (Buchman et al., 1988; Klein et al., 1992). Das Hefe Rap1 ist, ebenso wie TRF1 und
TRF2 des Menschen, ein negativer Regulator der Telomerlänge (Kyrion et al., 1992; Marcand
et al., 1997). Funktionell ist er also den TRF-Proteinen der Vertebraten ähnlich, hat aber keine
Sequenzhomologie zu ihnen. Aufgrund der Sequenzübereinstimmungen und der Ähnlichkeit in
ihrer Funktion ist es wahrscheinlich, daß hRap1 des Menschen und scRap1p der Hefe orthologe
Proteine sind (Li et al., 2000)
Das erste telomerbindende Protein welches isoliert wurde, war das telomere end-binding prote-
in (TEBP) des Ciliaten Oxytrichia nova (Gottschling et al., 1986; Price und Cech, 1987). Ox-
ytrichia enthält etwa 5x107 Minichromosomen, deren Telomere in einem Repeat aus 36
Nukleotiden mit der Sequenz G4T4 enden. Die ersten 16 Nukleotide bilden dabei einen einzel-7
1 Einleitungsträngigen 3’G4T4G4T4-Überhang. TEBP erkennt spezifisch den 3’-Überhang und bildet einen
sehr stabilen Protein-DNA-Komplex, der die DNA vor dem Abbau durch Nukleasen schützt
(Fang und Cech, 1993; Horvath et al., 1998; Price, 1999). Proteine anderer Organismen, wie die
Proteine Cdc13p (Lin und Zakian, 1996; Nugent et al., 1996) und Est1p (Virta-Pearlman et al.,
1996) aus S. cerevisiae oder hnRNP A1 (LaBranche et al. 1998) des Menschen, sind zwar auch
in der Lage, spezifisch einzelsträngige Telomer-DNA zu binden, zeigen aber keinerlei Homo-
logie in der Aminosäuresequenz zu den TEBPs der Ciliaten.
Die heterogenen Kern Ribonukleoproteine A1 (hnRNP A1) und D (hnRNP D) binden in vi-
tro spezifisch an einzelsträngige Telomerrepeat-DNA (LaBranche et al., 1998, Ding et al.,
1999, Eversole et al., 2000). Das hnRNP A1, welches auch beim alternativen splicing eine Rolle
spielt, scheint bei der Regulation der Telomerlänge involviert zu sein (LaBranche et al., 1998);
Mauszellen die keine hnRNP A1 exprimieren können, haben kurze Telomere. Wird hnRNP A1
in den gleichen Zellen stabil exprimiert, führt dies zu einer Verlängerung der Telomere. Die
Bindung von hnRNP A1 und einem Fragment des gleichen Proteins (UP1) an ein Telomeroli-
gonukleotid [TTAGGG]10 schützt die DNA in in vitro-Experimenten vor dem Abbau durch
DNAse I und E. coli 3’Exonuklease I. Die spezifische Bindung von UP1 verhindert außerdem
die Replikation des Telomeroligonukleotids durch die DNA-Polymerase α/Primase (Dallaire et
al., 2000). Daher könnte hnRNP A1 beim Schutz des 3’-Überhanges des G-reichen Stranges der
Telomere und bei der Regulation der Telomerreplikation in vivo eine Rolle spielen. Das hetero-
gene Kern Ribonukleoprotein D bindet in vitro neben dem einzelsträngigen Telomerrepeat auch
spezifisch Telomerase, was ein Hinweis auf eine potentielle Funktion des Proteins bei der Bin-
dung der Telomerase an den 3’ Überhang impliziert (Eversole et al., 2000).
Auch wenn sicherlich noch nicht alle Proteine, die an der Bildung und Aufrechterhaltung
der Telomere beteiligt sind, identifiziert wurden und die komplette Funktion der einzelnen tel-
omerbindenden Proteine nicht gänzlich geklärt ist, so steht die Wichtigkeit der Telomere für die
Entwicklung von höheren Organismen steht schon jetzt außer Frage. Neben der Aufgabe als
Schutz für die Chromosomenenden werden die Telomere, bzw. das Enzym Telomerase immer
wieder in Zusammenhang mit Seneszenz (Harley et al., 1990; Hastie et al. 1990), Immortalis-
ierung und Entartung von eukaryontischen Zellen gebracht (Greider, 1998; de Lange und De-
Pinho, 1999; Hahn et al., 1999).8
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Die Replikation der DNA ist ein zentraler Mechanismus, der es Zellen aller Lebewesen ermög-
licht, sich ohne DNA- und damit Informationsverlust identisch zu reduplizieren. Die DNA-Rep-
likation wird durch DNA-Polymerasen durchgeführt, die häufig aus mehreren Protein-
untereinheiten bestehen. Aber auch nicht der Polymerase zugehörige Proteine sowie zelluläre
Strukturen werden benötigt, um diese Aufgabe adäquat durchzuführen.
Zur Initiation der Replikation werden zudem bei den meisten, möglicherweise sogar allen
Organismen, spezielle Sequenzen der DNA benötigt, an denen die Replikation beginnen kann
(Replikationsursprung). Die Existenz einer speziellen Sequenz zur Initiation in mehrzelligen
Organismen wird allerdings kontrovers diskutiert (Stillman, 1994; Aladjem et al., 1998). Wie
bei den Promotoren der Transkription machen die Replikationsursprünge den Initiationsprozess
effizienter, in dem sie alle benötigten Proteine an einer bestimmten Stelle zusammenführen und
damit ihre Interaktion erleichtern. Diese Initiationsstellen müssen im ganzen Genom gleichmä-
ßig verteilt sein, um die gesamte DNA einer Zelle innerhalb eines bestimmten Zeitraums repli-
zieren zu können (Coverley und Laskey, 1994).
Der Zellzyklus, die Zeit zwischen zwei Zellteilungen, läßt sich in mehrere Phasen einteilen.
Eine dieser Phasen dient vor allem der Replikation der DNA, sie wird daher als Synthese-, oder
kurz S-Phase bezeichnet. Während der Entwicklung tierischer Organismen kann die Länge der
S-Phase stark variieren. In Embryonen, deren Zellen sich schnell teilen, kann sie nur ein paar
Minuten andauern, im erwachsenen, differenzierten, Gewebe aber auch mehrere Stunden. Die-
ser Zeitunterschied wird nicht durch die Geschwindigkeit bestimmt, in der sich die Replikation-
sgabel fortbewegt, sondern eher durch die Häufigkeit der Initiation der Replikation (Edenberg
und Huberman, 1975; De Pamphilis, 2000).
Das am besten untersuchte eukaryontische DNA-Replikationssystem ist das der Hefe S. cerevi-
siae, in dem die relevanten Proteine durch genetischeMutanten identifiziert wurden. Eine ganze
Reihe, wenn auch nicht alle der Proteine, die die Initiation der Replikation in der Hefe einleiten,
konnten auch in höheren Organismen wie Fröschen (Xenopus leavis), Fliegen (Drosophila mel-
anogaster) oder Säugetieren identifiziert werden. Zu ihnen gehören die origin recognition pro-
teins (ORC) 1, 2 und 4, Proteine, die durch die Zellzyklus-Gene (Cdc) 6 und 45 kodiert werden,
mini-chromosome maintenance (Mcm) Proteine 1-6 sowie die Cdc7 Protein-Kinase und ihr Co-
faktor Dbf4 (Saha et al., 1998; Hua und Newport, 1998; Dutta und Bell, 1997; Rowles und9
1 EinleitungBlow, 1997; Sato et al., 1997). Für einige von diesen homologen Proteinen konnte sogar nach-
gewiesen werden, daß sie für die DNA-Replikation in höheren Organismen notwendig sind
(Landis et al., 1997; Rowles und Blow, 1997; Yan et al., 1998; Kumagai et al., 1999).
Obwohl der Mechanismus der DNA-Replikation während der Evolution der Eukaryonten hoch
konserviert zu sein scheint, ist der Aufbau von Replikationsursprüngen in mehrzelligen Orga-
nismen noch nicht so gut untersucht wie in Hefe. Dies hängt einerseits mit der Größe der Geno-
me von Metazoen zusammen, andererseits damit, daß nicht nur die DNA-Sequenz alleine
bestimmt, ob an einer bestimmten Stelle die DNA-Replikation initiiert wird (DePamphilis,
2000). Bisher sind mehrere spezifische Initiationsstellen in Chromosomen von Fliege, Frosch
und Säugetieren beschrieben worden. Obwohl alle Daten mit dem Modell der bidirektionalen
Replikation mit klassischen Replikationsblasen und -gabeln in Einklang zu bringen sind, ergibt
sich eine komplexe und teilweise widersprüchliche Auffassung von Replikationsursprüngen in
höheren Organismen. Die Größe des Bereichs, in dem die Replikation beginnt, scheint stark von
der Analysemethode (DePamphilis, 1997) abhängig zu sein.
Untersuchungen von Replikationsgabeln mit 2D Gelelektrophoresen lassen eine 4-55 kb
große “Initiationszone” vermuten, in der keine besondere Präferenz für eine bestimmte DNA-
Sequenz zu erkennen ist. Dagegen läßt sich eine 0,5-2 kb große, spezifische Initiationsstelle,
analog der in Hefen, erkennen, wenn der neusynthetisierte DNA-Strang durch den Einbau mo-
difizierter Basen markiert und durch “nascent strand-Analysen” untersucht wird. Durch 2D-
Gelanalysen wurde eine 31 kb große intergenische Region in humanen rRNA Genen (Little et
al., 1993) und eine 55 kb große Region zwischen dem Hamster DHFR- und 2BE2121-Gen
(Dijkwel et al., 1995) entdeckt. Im Gegensatz dazu wurde eine primäre Initiationsstelle in einem
1-6 kb großen DNA-Locus upstream des rRNAGenpromotors durch “nascent strand-Analyse”
identifiziert, die in allen bisher untersuchten rRNA-Genen von Eukaryonten konserviert ist
(Sanchez et al., 1998). Auf ähnliche Art wurde im Hamster Dehydrofolatreduktasegen (DHFR)
zwei origins of bidirectional replication (OBRs) entdeckt, wobei ori-β, welches in einer 0,5-3
kb großen Sequenz liegt, aktiver ist als ori-γ (Kobayashi et al., 1998). Durch andere Analyse-
verfahren wurden OBRs in 0,5-2 kb großen DNA-Abschnitten in der Nähe der cMyc, ADA,
RPS14, β-Globin und CAD-Gene von Säugern gefunden (Waltz et al., 1996; Aladjem et al.,
1998; Caroll et al., 1993; Tasheva et al., 1994; Kelly et al., 1995). Nur ein Replikationsursprung
von Säugern konnte bisher durch 2D-Gelelektrophorese und “nascent strand-Analyse” auf eine
kleine 1,7 kb große genomische Region in der Nähe desGNAI3-Genes eingegrenzt werden (To-
ledo et al, 1998).10
1 EinleitungUnabhängig davon, ob die Replikation von Säugetier-DNA an größeren “Initiationszonen”,
oder an spezifischen Initiationsstellen (OBRs) beginnt, scheinen in den meisten größeren Ab-
schnitten genomischer DNA Replikationsursprünge vorhanden zu sein (Hand, 1979; Heinzel et
al., 1991).
1. 4 Zentromer und Kinetochor
Jedes Chromosom benötigt genau ein Zentromer, um regelmäßig und in konstanter Zahl in der
Mitose auf die Tochterzellen verteilt zu werden. Die Chromosomen wandern dabei mit dem
Zentromer voran zu den Spindelpolen. Die Chromosomen der Säugetiere gehören zum Typ der
monozentrischen oder monokinetischen Chromosomen, bei denen das Zentromer lichtmikro-
skopisch in Mitosechromosomenpräparaten nur als primäre Konstriktion, oder als Haftpunkt
der ansonsten schon voneinander gelösten Chromatiden zu erkennen ist. In C-gebänderten mo-
nozentrischen Chromosomen sieht man regelmäßig eine Bande aus konstitutivem Heterochro-
matin, in die das Zentromer eingebettet ist. Sie wird in Chromosomen, die keine weiteren C-
Banden haben, zur Lokalisation des Zentromers verwendet. Im Elektronenmikroskop läßt sich
an der Stelle des Zentromers das Kinetochor erkennen. Die Kinetochore aller Wirbeltiere gehö-
ren zum trilaminaren Typ, die aus einer dreilagigen Struktur aus zwei elektronendichten Platten
bestehen, die eine elektronendurchlässige Schicht einschließen (Traut et al., 1991).
Die Autoantikörper von Sklerodermie-Patienten mit CREST-Syndrom (Calcinosis,
Raynaud-Phänomen, Oesophagus-Dysmotilität, Sklerodaktylie, Telangiectasie) binden an die
beiden Kinetochorplatten. Mit Hilfe solcher polyklonalen Anti-Kinetochor-Antikörper wurden
die ersten drei Proteine der Kinetochorproteinfamilie CENP-A, CENP-B und CENP-C (CENP,
centromere proteins) identifiziert (Earnshaw und Rothfield, 1985; Earnshaw and Cooke, 1989).
Die Anzahl der identifizierten Proteine, die an normale Zentromere von Säugetieren binden,
wächst stetig an und kann, aufgrund ihrer räumlichen Verteilung während des Zellzyklus, grob
in zwei Gruppen eingeteilt werden.
Die erste Gruppe ist konstitutiv mit dem Zentromer assoziiert und enthält die Proteine
CENP-A, -B und -C, welche strukturelle Aufgaben beim Aufbau des Kinetochors haben (Pal-
mer et al., 1987; Masumoto et al., 1989a; Saitoh et al., 1992) sowie die beiden erst kürzlich ge-
fundenen Proteine CENP-G und -H, deren Funktionen letztendlich noch nicht geklärt sind (He
et al., 1998; Sugata et al., 1999).11
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während später G2 undM-Phase bis Anaphase) mit dem Zentromer assoziiert sind und chromo-
somale passenger Proteine genannt werden (Earnshaw et al., 1991). Diese Gruppe enthält viele
unterschiedliche Proteine, welche durch ihre verschiedenen Aufgaben bei der Zellteilung klas-
sifiziert werden können. Einige Proteine sind beispielsweise an der Anheftung an den Spindel-
apparat und die Ausrichtung der Chromosomen in der Äquatorialebene [CLIP170 (Dujardin et
al., 1998), Dynein (Steuer et al., 1990; Pfarr et al., 1990), Dynactin (Echeverri et al., 1996;
Huang et al., 1999)], am Metaphase-zu-Anaphase-Übergang [BUB1 (Taylor und McKeon,
1997; Cahill et al., 1998), BUBR1 (Cahill et al., 1998; Chan et al., 1999), BUB3 (Taylor et al.,
1998), MAD1 und -2 (Jin et al., 1998; Gorbsky et al., 1998), ZW10 (Starr et al., 1997), ERK
(Shapiro et al., 1998), 3F3/2 Epitop (Campbel und Gorbsky, 1995), p55CDC (Kallio et al,
1998), Tsg24 (Jorgensen et al., 1998)], an der Auflösung und Segregation der geteilten Chro-
matiden oder aber am Zusammenhalt der Schwester-Chromatiden beteiligt. Eine ganze Reihe
von Proteine haben anscheinend gleich mehrere Funktionen [INCENP (Mackay et al, 1998;
Cutts et al., 1999), CENP-E (Wood et al., 1997), MCAK (Kim et al., 1997; Maney et al., 1998)].
Bei anderen Proteinen konnte zwar die Anheftung an das Kinetochor gezeigt werden, ihre Funk-
tion ist aber bisher nicht bekannt [CENP-F (Liao et al., 1995), M31/HP1 (Wregget et al., 1994;
Furuta et al., 1997), M33 (Wang et al, 1997), PcG (Saurin et al., 1998), Topoisomerase II (War-
burton et al., 1997; Rattner et al, 1996), SUVAR39H1 (Aagard et al, 1999, Melcher et al.,
2000)]. Für die Proteine CENP-A, CENP-E, CENP-F, MCAK, MAD2 und HZW10 konnte ge-
zeigt werden, daß sie nur mit dem aktiven, nicht aber mit dem inaktiven Zentromer in dizen-
trischen Chromosomen assoziiert sind, was auf einen direkten Zusammenhang dieser Proteine
mit der Funktion des Kinetochors hindeutet (Sullivan und Schwarz, 1995; Warburton et al.,
1997; Faulkner et al., 1998).12
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Mit Ausname von punktförmigen Zentromeren der Bäckerhefe und der holozentrischen Chro-
mosomen des Fadenwurms Caenorhabditis elegans, besitzen alle anderen bisher untersuchten
Spezies von Pflanzen, Tieren, oder Pilzen große Bereiche von hoch und mittel repetitiven Ele-
menten an der Stelle der primären Konstriktion (Eichler, 1999). Obwohl die spezifischen De-
tails der DNA-Struktur zwischen den einzelnen Spezies erheblich variieren, scheint die
molekulare Grundstruktur prinzipiell die gleiche zu sein: Blocks von AT-reichen, tandemartig
wiederholten DNA-Sequenzen sind von Bereichen mit Sequenzen verschiedener Klassen von
Retroposons unterbrochen (Dong et al., 1998; Cambareri et al., 1998; Sun et al., 1997; Round
et al., 1997).
1.5.1 Repetitive DNA humaner Zentromere
Der Hauptanteil der menschlichen Zentromer-DNA besteht aus Blöcken tandemartig aufgereih-
ter, repetitiver DNA (Satelliten DNAs). Davon besteht wiederum der größte Teil aus α-Satelli-
ten. Die α-Satelliten sind meist in große Bereiche mit homogener Sequenzzusammensetzung
gegliedert, die durch andere Sequenzen, die häufig wieder repetitiver Natur sind, unterbrochen
werden. Zusätzlich zu den Satelliten-DNAs wurden noch andere hochrepetitive DNA-Familien
im Bereich des Zentromers identifiziert, die auch in anderen Chromosomenabschnitten zu fin-
den sind.
1.5.1.1 Klassische Satelliten-DNA
Die erste humane DNA, die auch im Zentromer nachgewiesen werden konnte, wurde aus drei
genomischen DNA Fraktionen mit leicht unterschiedlicher Dichte im Cs2SO4- oder CsCl-Gra-
dienten gewonnen (Corneo et al., 1967, 1968, 1970, 1971). Diese DNA Fraktionen werden klas-
sisch Dichte-Satelliten I (1,687 g/cm3), II (1,693 g/cm3) und III (1,696 g/cm3) genannt. Aus
diesen heterogenen DNA-Fraktionen konnten die dominanten Sequenzanteile identifiziert wer-
den (Prosser et al., 1986). Die DNA-Familien werden analog zu den DNA-Fraktionen Satelli-
ten-Familie 1, 2 und 3 genannt. Familie 1 besteht aus 42 bp langen Repeats aus zwei
alternierenden 17 bp (ACATAAAATATCGAAAGT) und 25 bp (ACCCAAAATAGTAGTATTA-
TATACTGT) Repeatuntereinheiten. Satelliten-Familie 2 ist ein schwach konservierter 5 bp
ATTCC Repeat und Familie 3 ist ein ATTCC-Pentamer, daß gelegentlich durch die 10 bp-Se-
quenz (ATGTCGGGTTG) unterbrochen wird. Alle 3 verschiedenen Satelliten Familien sind13
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chen Chromosomen zu finden (Lee et al., 1997). Von Grady et al. (1992) wird behauptet, daß
sich Satellit-3-ähnliche, pentamere Repeats in den Zentromerregionen aller menschlicher Chro-
mosomen finden lassen. Einwandfrei konnte die Existenz von Satellit 3-DNA allerdings nur in
der näheren Umgebung von α-Satelliten auf Chromosom 10 (Jackson et al., 1992, 1993), 13,
14, 15, 21 und Y geklärt werden (Jabs et al., 1989; Vissel et al., 1992; Trowell et al., 1993;
Cooper et al., 1993).
1.5.1.2 Alphasatelliten- (alphoide) DNA
Alphasatelliten-DNA wurde ursprünglich als hochrepetitive DNA-Fraktion (Komponente α)
aus dem Genom der afrikanischen grünen Meerkatze (AGM), Cercopithecus aethiops, isoliert
(Maio et al., 1971). Es stellte sich heraus, daß diese Komponente α hauptsächlich aus etwa 170
bp Repeatuntereinheiten besteht (Gruss und Sauer, 1975). In unklonierten, EcoR1 geschnittenen
DNA-Fragmenten humaner genomischer DNA konnte die homologe Sequenz des Menschen
identifiziert werden (Manuelidis und Wu, 1978). Sie zeigt eine 70-80 prozentige Sequenzho-
mologie zur AGM α-Satellitenkonsensussequenz (Rosenberg et al, 1978). Die Konsensusse-
quenzen der menschlichenα-Satelliten wurden aus 130 voneinander unabhängigenMonomeren
von 14 nichthomologen Chromosomen (Willard und Waye, 1987a) und aus 293 voneinander
unabhängigen Monomeren aller 24 humanen Chromosomen ermittelt (Choo et al., 1991).
Die α-Satelliten-DNA ist die erste und bisher einzige Satelliten-DNA Familie die zweifels-
frei in den Zentromeren aller menschlicher Chromosomen nachgewiesen wurde (Manuelidis,
1978). Die einzelnen Repeats sind häufig in große Bereiche, die eine Struktur höherer Ordnung
aufweisen (higher-order-repeat [HOR]) organisiert (Willard und Waye, 1987b). Voneinander
unabhängige 171 bpMonomere derα-Satelliten zeigen eine intermonomerische Sequenzabwei-
chung von 20%-40%. Die meisten Monomere sind aber zu Einheiten chromosomenspezifischer
HORs organisiert. Zusammengehörige chromosomenzpezifische HORs weisen hingegen nur
etwa 5% Sequenzabweichungen auf.
Die Sequenzähnlichkeiten der Monomere zwischen einzelnen Chromosomen lassen es na-
heliegen, daß alle menschlichen α-Satelliten aus zwei oder drei fundamental unterschiedlichen
Vorläufer-Monomeren entstanden sind, die sich durch Sequenzveränderungen auseinander ent-
wickelt haben und heute 12 verschiedene Monomertypen bilden (Tabelle 1). Diese Monomer-
typen wurden dann umorganisiert, um 5 alphoide “suprachromosomale Familien” zu bilden, die
sich deutlich voneinander abgrenzen (Tabelle 1)(Alexandrov et al., 1988, 1991, 1992; Romano-
va et al., 1996).14
1 EinleitungTabelle 1: α-Satelliten Aufbau
Definition von 5 verschiedenen alphoiden suprachromosomalen Repeatfamilien (aus Lee et al., 1997)
Bis auf wenige bisher gefundene Ausnahmen (Wevrick et al., 1992; Cooper et al., 1993;
Bayne et al., 1994) sind α-Satelliten Monomere unidirektional hintereinander angeordnet und
bilden so größere DNA-Abschnitte, die in ihrer Größe zwischen homologen und nicht homolo-
gen Chromosomen teilweise erheblich variieren. Jedes Chromosom enthält wahrscheinlich ein
prädominanten, anscheinend ununterbrochenen α-Satelliten-DNA-Bereich, der zwischen 250
kb auf dem Y-Chromosom (Cooper et al., 1993; Larin et al., 1994) und 5000 kb auf dem Chro-
mosom 11 groß ist (Wevrick undWillard, 1989). Proteinbindungsstudien haben gezeigt, daß ei-
nige nukleäre Proteine an α-Satelliten-DNA binden. Das bisher am besten charakterisierte ist
CENP-B (Abschnitt 1. 4). Es bindet spezifisch an ein 17 bp langes Sequenzmotiv (CTT-
CGTTGGAAACGGGA), das CENP-B box genannt wird (Masumoto et al., 1989a; Kipling und
Warburton, 1997). CENP-B boxes finden sich in einigen menschlichen α-Satelliten und in der
minor-Satelliten-DNA der Maus (Wong und Rattner, 1988).
1.5.1.3 Die Beta- und Gammasatelliten-DNA-Familien
Die menschliche SAU3A-DNA-Familie wurde ursprünglich von Meneveri et al. (1985) gefun-
den und wurde später als β-Satelliten-DNA bezeichnet (Waye und Willard, 1989a). Sie besteht
aus tandemartig angeordneten, GC-reichen, 68 bpMonomeren. Betasatelitten konnten durch in-
situ-Hybridisierung auf den perizentromeren Regionen von Chromosom 1, 3, 9 und Y sowie auf
den akrozentrischen Chromosomen identifiziert werden (Agresti et al., 1987, 1989; Waye und
Willard, 1989a; Greig und Willard, 1992; Cooper et al., 1992; Meneveri et al., 1993).
Gammasatelliten-DNA wurde aus einem Chromosom-8-spezifischen Cosmidklon als ein






1 1, 3, 5, 6, 7, 10, 12, 16, 19 J-Typ ...-J1-J2-... (Dimer)
2 2, 4, 8, 9, 13, 14, 15, 18, 20, 21, 22 D-Typ ...-D1-D2-... (Dimer)
3 1, 11, 17, X W-Typ ...-W1-W2-W3-W4-W5-...
(Pentamer)
4 13, 14, 15, 21, 22, Y M-Typ ...-M1-... (Monomer)
5 5, 7, 13, 14, 19, 21 R-Typ ...-R1-R2-... (Dimer)15
1 EinleitungSubfamilie identifiziert, die aus dem Zentromer von Chromosom X stammt (Lee et al., 1995).
Die Konsensussequenzen beider gefundenen Gammasatelliten haben eine 62 prozentige Se-
quenzhomologie und auf beiden Chromosomen sind schätzungsweise 0.5 Mb der chromoso-
menspezifischen γ-Satelliten-DNA zu finden.
1.5.1.4 Andere repetitive DNA-Sequenzen
In den Zenromerregionen einiger Chromosomen wurden noch eine ganze Reihe anderer repet-
itiver DNA-Elemente identifiziert, die mit den anderen hier besprochenen Satelliten-DNAs in
einer Tabelle zusammengefaßt sind:
Tabelle 2: Repeatfamilien in menschlichen Zentromerregionen
Die Tabelle ist eine Zusammenfassung der in Lee et al.(1997) aufgeführten Ergebnisse verschiedener
Arbeitsgruppen. Chromosomenzahlen in Klammern weisen auf widersprüchlich Ergebnisse, die meist die
Lokalisation der Repeats auf akrozentrischen Chromosomen betreffen, oder auf Hybridisierungsergebnisse mit
niedriger Stringenz hin. #: Die Existenz der Repeats auf anderen als den aufgeführten Chromosomen wird von
einzelnen Experimentatoren aufgrund indirekter Hinweise vermutet.
Repeatfamilie Chromosom
Satellit 1 3, 4, 13, 14, 15, 21, 22
Satellit 2 2, 10
Satellit 3 10, 13, 14, 15, 21, Y, alle? (Grady et al., 1992)
Satellit C 9, 13, 14, 15, 21, 22
α-Satelliten alle
β-Satelliten 3, 9, Y (13, 14, 15, 21, 22)
γ-Satelliten 8, X
48 bp-Satelliten 21, 22, Y, 2 (13, 14, 15)
Sn5-Satelliten 2, 20, 13, 14, 15, 21, 22
SINEs / LINEs überall, unterrepräsentiert in Zentromeren
724 Sequenzfamilie (13, 14, 15, 21, 22)
lange Sau DNA-Familie (LSau) 1, 3, 9
AT-reiche DNA-Sequenz 7, 1, 2, 9, 16, 17
zentromerische, repetitive Elemente
von Chromosom Y
Y, # (Cooper et al., 1993)
chAB4 Multisequenzfamilie 1, 3, 4, 9, Y, 13, 14, 15, 21, 2216
1 Einleitung1.5.2 Das Zentromer von Chromosom 7
Die Zentromerregion von Chromosom 7 enthält zwei abgegrenzte α-Satellitenbereiche (Jorgen-
sen et al., 1986; Waye et al., 1987). D7Z1 besteht aus mehreren sechs Monomer HORs, die
selbst noch einmal tandemartig aufgereiht sind und ein durchschnittlich 2580 kb großes Gebiet
bilden. Die Größe diesesα-Satellitenbereiches variiert zwischen den verschiedenen Kopien von
Chromosom 7 in einem Bereich von 1530-3810 kb, der durch Pulsfeldgelelektrophorese ermit-
telt wurde (Wevrick und Willard, 1989). D7Z2 gehört zu den kleinsten α-Satellitenregionen,
mit einer durchschnittlichen Größe von etwa 265 kb (110-550 kb). Aus beiden α-Satellitenbe-
reichen existieren aus Phagen klonierte DNA-Subklone, die als DNA-Sonden zur physikali-
schen Kartierung verwendet wurden: Die D7Z2 spezifische Probe pMGB7 und die beiden
D7Z1 spezifischen α-Satellitenproben pα7d1 und pα7t1 (Waye et al., 1987).
Von Wevrick und Willard (1991) wurde durch Pulsfeldgelelektrophorese die Anordnung
der beiden α-Satellitenregionen zueinander aufgeklärt. Dazu wurden von ihnen hochmolekula-
re DNA der beiden somatischen Mensch-Nagetier-Hybriden A50-1Acl3A (Waye et al., 1987)
und KO15 (Rommens et al., 1988), die nur eine Kopie des menschlichen Chromosoms 7 ent-
halten, mehrere Restriktionsendonukleasen und die oben beschriebenen α-Satellitensonden
verwendet. Aus den beiden zellinienspezifischen Restriktionskarten und den Ergebnissen aus
früheren Untersuchungen (Wevrick und Willard, 1989) wurde ein Konsensuskarte der Zentro-
merregion von Chromosom 7 erstellt (Abbildung 2).
Abbildung 2: Konsensuskarte der Zentromerregion von Chromosom 7
nach Wevrick und Willard (1991)
Aufgrund starker Polymorphismen sowohl der Restriktionsschnittstellen, wie auch der Grö-
ße der α-Satelliten (Wevrick und Willard, 1989, 1991) ist diese Karte nur eine grobe Abschät-
zung der tatsächlichen Größenverhältnisse im Zentromer anderer Chromosom 7 Kopien. Der
Abstand zwischen den beiden α-Satellitenregionen konnte von den Autoren nur grob geschätzt
werden, ist aber kleiner als 1 Mb. Die Basenzusammensetzung dieser Region ist bisher unbe-
kannt. Aufgrund mehrerer Restiktionsschnittstellen in diesem Bereich scheint es sich aber nicht
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1 Einleitungum einen höher organisierten Bereich anderer Satelliten-DNAs zu handeln. Die Orientierung
der Karte (Abbildung 2) im Chromosom konnte durch zwei-Farben-in-situ-Hybridisierung ab-
geleitet werden (Wevrick undWillard, 1991) und wurde durch FISH und Elektronenmikroskop-
in-situ-Hybridisierung (EMISH) an Metaphasechromosomen anderer Zellinien bestätigt (Haaf
und Ward, 1994; Fetni et al., 1997). Innerhalb des Zentromers von Chromosom 7 konnten noch
andere repetitive Elemente L1, Alu und AT-reiche Sequenzen identifiziert werden (Wevrick et
al., 1992). Diese Repeatsequenzen wurden in vier verschiedenen Phagen identifiziert, die zu-
sätzlich noch Anteile von α-Satelliten enthalten und zusammen mit D7Z1 und D7Z2 auf einem
3,3 Mb großen Restriktionsfragment liegen. In zwei dieser Phagen konnte zudem eine bis dahin
noch nicht beobachtete head to head-Orientierung von α-Satellitenmonomeren, im Gegensatz
zur zuvor beschriebenen head to tail-Orientierung (Tyler-Smith und Brown, 1987; Waye et al.,
1987), nachgewiesen werden (Wevrick et al., 1992). Es scheint daher wahrscheinlich, daß in
den Randregionen der größeren α-Satellitenblöcke α-Satelliten sich mit anderen repetitiven Se-
quenzen mischen (Wevrick et al., 1992; Jackson et al., 1999).
1.5.3 Alphasatelliten und Neozentromere
Alphasatelliten-DNA ist die einzige Satelliten-DNA, die bisher in den Zentromeren aller
menschlicher Chromosomen nachgewiesen werden konnte (Manuelidis, 1978). Durch in-situ-
Hybridisierung mit hoher Auflösung läßt sich zeigen, daß alle α-Satelliten sich an der Stelle der
primären Konstriktion befinden (Willard, 1990). Durch die Verwendung von Methoden, um die
α-Satellitensequenzen und CENP-Antigene gleichzeitig auf dem selben Präparat nachzuwei-
sen, konnte gezeigt werden, daß α-Satelliten während des gesamten Zellzyklus mit Zentromer-
proteinen assoziiert sind (Masumoto et al., 1989b). Unterschiede in der Intensität von CENP-
Färbungen zwischen den Zentromeren sind auf die Unterschiede im Gehalt an α-Satelliten-
DNA zurückzuführen (Peretti et al., 1986). Eines der zentromerbindenden Proteine CENP-B
bindet in vitro und in vivo spezifisch an die CENP-B box, die in einer Reihe von α-Satelliten
und den Maus Minorsatelliten gefunden wurde (Masumoto et al., 1989a; Wong und Rattner,
1988). Das Zusammentreffen von primärer Konstriktion, Kinetochorproteinen und α-Satelliten
ließenWillard (1990) vermuten, daß α-Satelliten in die Struktur und/oder Funktion von Zentro-
meren bei Primaten involviert sind. Die Übereinstimmung in der Grundstruktur der meisten bis-
her untersuchten eukaryontischen Zentromere (Abschnitt 1. 5) scheint diese These zusätzlich zu
stützen. In den letzten zehn Jahren sind eine Vielzahl von Beobachtungen und Experimenten
gemacht worden, die für oder gegen diese Hypothese sprechen.18
1 EinleitungEines der wichtigsten Experimente, die für die Hypothese sprechen, wurde von Haff et al.
(1992) durchgeführt. Dazu wurde menschliche α-Satelliten-DNA in COS7-Zellen (der afrika-
nischen grünen Meerkatze) durch die CaPO4-Methode transfiziert. An den Stellen, an denen α-
Satelliten-DNA in die endogenen Chromosomen integriert ist, konnte die Bindung von Zentro-
merproteinen durch CREST-Autoimmunsera nachgewiesen werden. Chromosomen, die so-
wohl das endogene AGM-Zentromer wie auch humane α-Satelliten enthielten, zeigten häufig
Brücken zwischen den separierenden Schwesterchromatiden in der Anaphase sowie eine höhere
Anzahl isolierter Chromosomen in der Metaphase. Die Integration großer Mengen humaner α-
Satelliten in die Chromosomen der AGM führt anscheinend zu einer Störung der normalen
Chromosomensegregation in der Mitose. Diese Beobachtungen wurden nicht gemacht, wenn
die Chromosomen nur α-Satelliten des Menschen und kein AGM-Zentromer enthielten (Haff
et al., 1992).
Durch das Einbringen von zentromeren α-Satelliten, Telomerrepeats und genomischer
DNA in humane HT1080-Zellen konnten die ersten de novo MACs (Abschnitt 1. 6) erzeugt
werden (Harrington et al., 1997b; Ikeno et al., 1998; Henning et al., 1999). Bei diesen Experi-
menten wurden in den neu erzeugten Chromosomen keine anderen als die transfizierten α-Sa-
telliten beobachtet. Allerdings waren die erzeugten Chromosomen alle wesentlich größer als die
in die Zelle transfizierten Vorläufermoleküle. Das heißt, daß alle Chromosomen durch Rekom-
bination vieler Einzelmoleküle entstanden sind, so daß die Integration kurzer unbekannter Se-
quenzen (mit Zentromeraktivität) in die neugebildeten Chromosomen nicht ausgeschlossen
werden kann (Murphy und Karpen, 1998).
Eine weitere Beobachtung spricht für die oben beschriebene Hypothese. CENP-A ist ein Hi-
ston H3 ähnliches Protein, welches in den Nukleosomen der Zentromerregion vorkommt. Nu-
kleosomen die CENP-A anstelle von H3 enthalten, scheinen eine erhöhte Affinität zu Satelliten-
DNA zu haben (Vafa und Sullivan, 1997; Shelby et al., 1996). Dabei ist weniger die spezifische
Sequenz, als der regelmäßige Aufbau der DNA, der zu einer regelmäßigen Chromatinstruktur
führt, ausschlaggebend.
Eine ganze Reihe von Versuchen sprechen allerdings auch gegen diese Hypothese. So ist die
Rolle von CENP-B als α-satellitenbindendes Protein überschätzt worden. Es hat sich gezeigt,
daß beispielsweise das Zentromer des humanen Y-Chromosoms keine CENP-B boxes aufweist
und auch kein CENP-B-Protein bindet (Pluta et al., 1995). CENP-B bindet zudem sowohl an
aktive als auch an inaktive Zentromere in stabilen dizentrischen Chromosomen. CENP-A,19
1 EinleitungCENP-C und CENP-E sind hingegen nur an aktiven Zentromeren zu beobachten (Sullivan und
Schwartz, 1995; Warburton et al., 1997). Alle drei bisher beschriebenen CENP-B knockout-
Mutanten der Maus haben zudem keinen auffälligen Phänotyp (Hudson et al., 1998; Perez-
Castro et al., 1998; Kapoor et al., 1998).
Neozentromere sind eine Klasse von Zentromeren, die in mitotisch stabilen rearrangierten
Chromosomen vorkommen, die sich von ihren endogenen Zentromeren gelöst haben. Ihre Ana-
lyse hat gezeigt, daß sie keine nachweisbare α-Satelliten-DNA enthalten. Neozentromere bil-
den voll funktionstüchtige Kinetochore, was durch die mitotische Stabilität der rearrangierten
Chromosomen und die Bindung von CENP-C, -E (Depinet et al., 1997) und CENP-A (Warbur-
ton et al., 1997) nachgewiesen werden konnte. Ein Derivativchromosom des menschlichen Y-
Chromosoms, welches ein Neozentromer enthält, wurde sogar über drei Generationen stabil an
die Nachkommen weitergegeben (Tyler-Smith et al., 1999). Die Sequenzanalyse eines 80 kb
großen Neozentromers in der Region 10q25, welches sich nicht von der eines normalen Chro-
mosoms 10q25 unterscheidet, hat gezeigt, daß es keine α-Satelliten-DNA enthält (Barry et al.,
1999). Daher scheinen α-Satelliten für die Formierung von Zentromeren nicht zwingend not-
wendig zu sein (Voullaire et al., 1993; Brown und Tyler-Smith, 1995; Depinet et al., 1997;
Choo, 1997; du Sart et al., 1997).
Die Untersuchungen von normalen Zentromeren, und Neozentromeren spricht für die Exi-
stenz von nicht sequenzdeterminierten, epigenetischen Faktoren, die bei der Markierung der
Stelle, an der das Kinetochor gebildet wird, beteiligt sind. Als Faktoren kommen eine spezielle
Chromatinstruktur, chemische Modifikationen, oder Zeitunterschiede bei der Replikation der
DNA in Frage (Karpen und Allshire, 1997;Wiens und Sorger, 1998; Murphy und Karpen, 1998;
Choo, 1998). Das Heterochromatin der Zentromere enthält nicht nur das Histon-H3-ähnliche
CENP-A, sondern die N-terminalen Lysinreste von Histon H3 und H4 sind im Vergleich zu an-
deren genomischen Regionen hypoacetyliert (Jeppesen und Turner, 1993; O’Neill und Turner,
1995). Über den genauen Zeitpunkt der Replikation der Zentromer-DNA gibt es jedoch keine
einheitlichen Ergebnisse. Früher ist man davon ausgegangen, daß das zentromere Heterochro-
matin, die am spätesten replizierte DNA einer Zelle ist (Camargo und Cervenka, 1982), doch
neuere Untersuchungen weisen auf die mittlere S-Phase, bzw. die zweite Hälfte der S-Phase als
Replikationszeitpunkt hin (O’Keefe et al., 1992; Ten et al., 1990). Untersuchungen, ob Neozen-
tromere später replizieren als die gleiche Region in normalen Chromosomen, könnte darüber
Aufschluß geben, ob der Replikationszeitpunkt ein möglicher epigenetischer Faktor für die
Zentromerdetermination ist (Eichler, 1999). Die Fusion zweier menschlicher Chromosomen
kann zu einem dizentrischen Chromosom führen, bei dem eines der beiden Zentromere inakti-20
1 Einleitungviert ist (Karpen und Allshire, 1997; Sullivan und Schwarz, 1995), was eindeutig für die Betei-
ligung epigenetischer Faktoren bei der Kinetochorbildung spricht.
Die Experimente, bei denen gezeigt wurde, daß α-Satelliten de novo Zentromere, bzw.
Chromosomen induzieren können (Harrington et al., 1997b; Ikeno et al., 1998; Henning et al.,
1999; Ebersole et al., 2000), zeigen, daß sich Zentromere an α-Satelliten möglicherweise be-
vorzugt bilden, jedoch scheinen nicht alle α-Satelliten die gleiche Potenz dazu zu besitzen (Har-
rington et al., 1997b; Ikeno et al., 1998; Masumoto et al., 1998). Spekuliert wird daher über die
Existenz einer “magischen” Sequenz, die zur Zentromerbildung führt (Murphy und Karpen,
1998). Aufgrund der Sequenzanalyse von α-Satelliten und einer AT-reichen Sequenz, AT28
aus der Neozentromerregion 10q25 (Barry et al., 1999) lassen sich strukturelle Gemeinsamkei-
ten in der Symmetrie der DNA-Sequenzen erkennen (Koch, 2000), die einige Übereinstimmun-
gen mit dem Aufbau von Zentromeren der Hefe S. cerevisiae haben. Doch ob es sich dabei um
eine funktionelle Sequenzähnlichkeit, oder nur um eine Übereinstimmung aufgrund eines ge-
meinsamen Ursprungs der VNTRs (various number of tandem repeats) handelt, muß noch ex-
perimentell gezeigt werden.
1. 6 Künstliche Säugerchromosomen (MACs) und Mini-
Chromosomen
Die Entwicklung von künstlichen Chromosomen in der Hefe S. cerevisiae (Murray et al., 1986;
Burke et al., 1987) ließ die Idee aufkommen, auch für andere eukaryontische Organismen ähn-
liche Vektoren zu entwickeln (Cooke, 1992). Die Vorteile eines solchen Vektors gegenüber an-
deren Vektorsystemen sind offensichtlich, da zu erwarten ist, daß künstliche Chromosomen,
wie natürliche Chromosomen auch, von den Zellen stabil auf ihre Tochterzellen weitergegeben
werden, ohne zuvor in endogene Chromosomen integrieren zu müssen. Die Kopienzahl der
Vektoren in der Zelle sollte konstant, in der Regel eine pro Zelle, und die Menge an zusätzlich
aufnehmbarer DNA im Vergleich zu konventionellen Vektoren groß sein (Huxley, 1994). Ein
solcher Vektor wäre zur Übertragung und Untersuchung großer genomischer DNA-Abschnitte
in Zellen geeignet, um damit in situ-Genexpressionsstudien durchzuführen, transgene Tiere zu
erzeugen und er wäre eine hilfreiche Alternative zu viralen Vektoren in der Gentherapie (Coo-
ke, 1992; Huxley, 1994; Monaco und Larin, 1994; Farr et al., 1995; Harrington et al., 1997b;
Willard, 1998; Vos, 1998).21
1 EinleitungHefe- und Säugerchromosomen sind lineare Chromosomen die anscheinend dieselben fun-
damentalen, funktionellen Elemente verwenden: Telomere, Replikationsursprünge und Zentro-
mere. Im Unterschied zu künstlichen Hefechromosomen scheint die Entwicklung von
künstlichen Säugetierchromosomen jedoch weitaus schwieriger zu sein. Ein deutlicher Unter-
schied zwischen Hefe- und Säugerchromosomen ist unter anderem ihre Größe. So sind die größ-
ten Chromosomen der Hefe S. cerevisiae <3 Mb, die der Hefe S. pombe variieren zwischen ~3
und 5,7 Mb und die des Menschen zwischen 50 und 250 Mb. Neben diesen erheblichen Grö-
ßenunterschieden benötigen Hefechromosomen nur einen Mikrotubulus um mit dem Spindel-
apparat während der Mitose in Verbindung zu treten, damit sie ohne Fehler auf die
Tochterzellen verteilt werden. Die der Säugetiere hingegen benötigen dutzende (Blomm et al.,
1993). Erschwerend kommt hinzu, daß für die Untersuchungen an Säugetierchromosomen kein
so weit entwickeltes, manipulierbares, genetisches System wie das der Hefe oder der Fruchtflie-
geDrosophila melanogaster zur Verfügung steht (Willard, 1996). Aufgrund des fehlenden ma-
nipulierbaren Modellsystems sind, wie in den vorangegangenen Abschnitten ausführlich
beschrieben, die funktionellen DNA-Sequenzen von Replikationsursprüngen und Zentromeren
der Säuger noch nicht oder nur ansatzweise identifiziert worden, was die Neukonstruktion eines
artifiziellen Chromosoms zusätzlich erschwert.
Trotz aller Schwierigkeiten sind in den letzten Jahren einige Erfolge bei der Erforschung
menschlicher Chromosomen und bei der Entwicklung von künstlich erzeugten Säugetierchro-
mosomen gemacht worden. Dabei lassen sich die Experimente in zwei Gruppen mit unter-
schiedlichen Ansätzen unterteilen (Abbildung 3). In die erste Gruppe (A) fallen alle
Experimente, bei denen versucht wurde, aus zuvor klonierten oder künstlich erzeugten potenti-
ell funktionellen Elementen ein neues, künstliches Chromosom zusammenzusetzen. Bei der
zweiten Gruppe (B) wurde versucht, vorhandene Chromosomen zu verkürzen, um kleinere
Mini-Chromosomen für weitere Untersuchungen und/oder weitere Verkürzungen zu erhalten.
Um die dabei resultierenden Chromosomen auch sprachlich voneinander zu unterscheiden wird
von Willard (1996) der Terminus Künstliche Chromosomen [mammalian artificial chromoso-
me (MAC), human artificial chromosome (HAC)], analog zu den künstlichen Chromosomen
der Hefe oder Bakterien (YAC, BAC), für die erste Gruppe (A) und Mini-Chromosomen (B)
für die zweite Gruppe verwendet.22
1 Einleitung1.6.1 Künstliche Chromosomen
Bei den bisher durchgeführten Versuchen, bei denen de novo Chromosomen entstanden sind,
wurde davon ausgegangen, daß α-Satelliten in der Lage sind, Zentromere neu zu initiieren
(Haaf et al., 1992). Bei dem ersten publizierten, erfolgreichen Versuch de novo Chromosomen
zu erzeugen, bildeten sich, in der Fibrosarkomzellinie HT 1080 durch Cotransfektion von bis zu
1 Mb großer α-Satelliten-DNA, langen Telomerrepeats (bis zu mehreren kb) und hochmoleku-
larer menschlicher genomischer DNA (Harrington et al., 1997b)MACs. Sie waren zwischen 6
und 10 Mb groß und enthielten 0,3 Mb bis 2 Mb α-Satelliten-DNA. Die meisten der selektio-
nierten Zellklone hatten allerdings die transfizierte DNA nur in das Genom der Zelle aufgenom-
men und viele Minichromosomen entstanden durch Telomer-verursachte
Chromosomenfragmentierung schon vorhandener Chromosomen. Nur ein Klon enthielt einen
MAC ohne nachweisbare endogene Chromosomenabschnitte, der sich sozusagen de novo ge-
bildet hatte. Dieses in situ-Zusammensetzen der transfizierten DNA wurde durch die Cotrans-
fektion von hochmolekularer menschlicher DNA stark begünstigt, nicht aber durch
hochmolekulare DNA der Maus (Harrington et al., 1997b).
Die künstlichen α-Satelliten wurden durch eine geschickte Klonierungsstrategie in Bakteri-
en aus zwei kürzeren HORs (Abschnitt 1.5.1.2) aus dem Zentromer der menschlichen Chromo-
somen 17 und Y zusammengesetzt und anschließend durch eine in vitro Reaktion head to tail
Abbildung 3: Mögliche Vorge-
hensweisen bei der Erzeugung
von Säugerchromosomen.
(A) Erzeugung künstlicher Chro-
mosomen durch Neukonstruktion
aus zuvor klonierten Einzelele-
menten.
(B) Verkürzung eines natürlichen
Säugerchromosoms durch Telo-
mer-verursachte Chromosomen-
fragmentierung bis zu einer mini-










1 Einleitunganeinanderliegiert, um noch größere Abschnitte zu erhalten. Neue Chromosomen, die nur exo-
gene α-Satelliten enthielten, bildeten sich interessanterweise nur mit α-Satelliten-DNA aus
Chromosom 17. Die neu gebildeten Chromosomen waren mit den Proteinen CENP-C und
CENP-E assoziiert, die nur an aktive Zentromere binden, und wurden auch in Zellen, die nicht
unter Selektion wuchsen, effizient an die Tochterzellen weitergegeben (Harrington et al.,
1997b).
Bei einem anderen Versuch bildeten sich die MACs aus zuvor konstruierten YACs nachdem
sie in die Zellinie HT1080 transfiziert wurden. Die YACs enthielten ein ca. 100 kb großes Teil
eines α-Satelliten des menschlichen Chromosoms 21 und menschliche Telomerrepeats an den
Enden des linearisierten YACs (Ikeno et al., 1998). Der α-Satellit aus dem Bereich α21-I wurde
in einem rekombinationsdefizienten Hefestamm kloniert, um eine Rekombination des α-Satel-
litenbereichs in der Hefe zu verhindern. Die Chromosomen der Hefe haben eine andere Telo-
mersequenz als Säugetierchromosomen, deshalb wurden die Telomere des YAC-Vektors durch
menschliche Telomere ersetzt. Da die Telomerase der Hefe ihre eigenen Telomerrepeats an die-
se Telomere anhängt, bestanden die Telomere des YACs zur Zeit der Transfektion in die
menschliche Zellinie HT1080 aus chimären Repeats beider Spezies. Die Größe der neu gebil-
deten Chromosomen lag zwischen 1 und 5Mb. Bei der ausführlichen Analyse der Klone konnte
keine DNA endogener Chromosomen in den de novo gebildeten Chromosomen nachgewiesen
werden. Die MACs hatten sich durch eine Amplifikation des transfizierten YACs gebildet (Ike-
no et al., 1998).
Kultivierungsversuche verschiedener Zellklone ohne Selektionsmedium ergaben, daß grö-
ßere MACs (2,5-5 Mb) stabiler auf die Tochterzellen weitergegeben wurden als kleinere (1-2
Mb). Ob es sich bei den neu gebildeten Chromosomen um lineare oder zirkuläre Moleküle han-
delt, konnte nicht eindeutig geklärt werden. Bei parallel durchgeführten Transfektionsversu-
chen mit YACs, die anstelle der α21-I-Satelliten eine etwa gleichgroße Sequenz aus α21-II und
ca. 2 kb Satellit III enthielt, entstanden keine neuen Chromosomen. Die YACs integrierten statt-
dessen ausschließlich in schon vorhandene Chromosomen. Anscheinend ist der α-Satellit α21-
II, im Gegensatz zu α21-I, nicht oder erheblich schlechter in der Lage, de novo Zentromere zu
induzieren (Ikeno et al., 1998; Masumato et al., 1998). Auffällig an diesen beiden Versuchen
ist, daß sich MACs nur mit α-Satelliten gebildet haben, die CENP-B boxes enthalten und damit
auch CENP-B binden können. Auch wenn dieses Protein nicht unbedingt notwendig zu sein
scheint, um Kinetochore auszubilden (Pluta et al., 1995; Hudson et al., 1998; Perez-Castro et
al., 1998; Kapoor et al., 1998), könnte die Bindung von CENP-B deren Bildung erleichtern.24
1 EinleitungBei einem weiteren Versuch wurden ebenfalls YACs verwendet, um MACs in der Zellinie
HT1080 zu erzeugen. Dabei wurden die Hefetelomere des CEPH-YACs 674E2 durch humane
Telomerrepeats und einen putativen Replikationsursprung des menschlichen β-Globingens er-
setzt (Hennig et al., 1999). Der YAC enthielt neben einem α-Satelliten des D-Typs unbestimm-
ter Größe auch nichtalphoide DNA aus verschiedenen Chromosomen. Aus dem ursprünglich
ca. 1 Mb großen YAC hatten sich MACs gebildet, die eine Größe zwischen 3,5 und 12,9 Mb
hatten. Einer derMACs, der nicht durch die Fragmentierung eines endogenen Chromosoms ent-
standen war, enthielt keine größeren DNA-Abschnitte anderer Chromosomen als die in dem
YAC enthaltenen. Detaillierte Untersuchungen ergaben, daß der MAC menschliche Telomere
enthält, CENP-E bindet und in der Abwesenheit der G418-Selektion über mehr als 100 Zellgen-
erationen mitotisch stabil ist (Henning et al., 1999).
Die oben aufgeführten Versuche haben gezeigt, daß lineare α-Satelliten-DNA, wenn sie mit hu-
manen Telomeren versehen wird, in der Zellinie HT1080 de novoMACs erzeugen können. Der
gleiche α-Satellitenabschnitt aus α21-I, der von Ikeno et al. (1998) verwendet wurde, ist jedoch
auch in einem zirkulären PAC-Vektor in der Lage, Chromosomen neu zu erzeugen (Ebersole et
al., 2000). Wird der gleiche Vektor linearisiert, sinkt die Effizienz der Chromosomenneubil-
dung drastisch, versehen mit zwei humanen Telomeren an beiden Enden steigt sie hingegen
wieder an. Die entstandenen Chromosomen hatten unabhängig davon, ob der verwendete Aus-
gangsvektor Telomerrepeats enthielt oder nicht, keine Telomere. Sehr wahrscheinlich hatten
sich bei diesen Experimenten nur zirkuläre Chromosomen gebildet (Ebersole et al., 2000).
1.6.2 Mini-Chromosomen
Eine Alternative zur Erzeugung kleiner Chromosomen ist die Manipulation bereits existieren-
der Chromosomen. Beispielsweise konnten durch die Bestrahlung der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster mit γ-Strahlung niedriger Dosis (500 rad) stabile Mini-Chromosomen erzeugt
werden (Murphy und Karpen, 1995a; 1995b). In dem dazu verwendeten Drosophila-Stamm
existierte schon ein zusätzliches Minichromosom (Dp1187), welches durch die radioaktive Be-
strahlung weiter verkürzt wurde. Dadurch konnten die zentromerischen und extrazentromeri-
schen Sequenzen, die für die mitotische und meiotische Chromosomensegregation in
Drosophila melanogaster notwendig sind, identifiziert werden (Murphy und Karpen, 1995a;
1995b).
Zur Erzeugung kleiner Säugerchromosomen kann man sich zu Nutze machen, daß DNA-
Fragmente, die aus der Telomersequenz (TTAGGG)n bestehen, bei Transfektion in Säugerzel-25
1 Einleitunglen in der Lage sind, de novo Telomere zu bilden und die Chromosomen an der Integrationsstel-
le zu brechen (Farr et al., 1991, 1992; Itzhaki et al., 1992; Barnett et al., 1993; Hanish et al.,
1994). Kombiniert mit geschickten Methoden zur Selektionierung der Zellen und aufwendigen
Screeningverfahren ist es gelungen, eine Reihe recht gut charakterisierter Mini-Chromosomen
zu erzeugen, die von den nativen, humanen Chromosomen X und Y abstammen (Farr et al.,
1992; Brown et al., 1994; Farr et al., 1995; Heller et al., 1996; Mills et al., 1999). Bei dieser
Methode ist es nicht unbedingt notwendig, die erforderlichen Strukturelemente von Säuger-
chromosomen in allen Einzelheiten zu kennen. Die Identifizierung dieser Elemente ist vielmehr
ein Teilaspekt der durchgeführten Versuche.
Bei den ersten Experimenten zur systematischen Erzeugung von menschlichen Minichro-
mosomen wurde die Methode der Telomer-verursachten Chromosomenfragmentierung mit ei-
ner positiv/negativ Selektionsstrategie zur Identifizierung von Zellen, in denen eine Integration
der Telomer-DNA zur gezielten Fragmentierung des Chromosoms geführt hat, kombiniert (Farr
et al., 1992). Dieses “Pushmi-Pullyu” Gegenselektionssystem selektioniert auf Chromosomen-
brüche in einer Region auf dem menschlichen X-Chromosom zwischen zwei selektierbaren
Markern (Brown et al., 1989). Zellhybriden, die diese Selektion überleben, müssen das Chro-
mosomensegment auf dem der positive Selektionsmarker liegt, behalten, den Chromosomenan-
teil auf dem das negative Markergen liegt, jedoch aus dem Genom entfernt haben. Diese
Strategie zur systematischen Verkürzung des X-Chromosoms wurde angewandt, um in zwei
Schritten zuerst den langen und danach den kurzen Arm des Chromosoms zu brechen und neue
Telomere zu induzieren (Farr et al., 1992, 1995). Das kleinste der erhaltenen Mini-Chromoso-
men war dabei ca. 7-8 Mb groß und die mitotische Stabilität entsprach der eines normalen X-
Chromosoms in der Mensch/Hamster-Hybridzellinie. Die tatsächliche Länge dieses Chromo-
soms war jedoch erheblich größer als der physikalische Abstand beider Bruchpunkte auf dem
Ausgangschromosom. Diese Größendifferenz wurde wahrscheinlich durch eine Amplifikation
des terminalen DNA-Abschnitts, während der zweiten Fragmentierungsrunde verursacht (Farr
et al., 1995).
Wenn keine geeigneten Selektionsmarker auf dem Ausgangschromosom zur Verfügung ste-
hen, ist die Suche nach gezielt verkürzten Chromosomen in den Zellklonen erheblich aufwen-
diger. Um aus dem normalen menschlichen Y-Chromosom zwei Derivativchromosomen, die
dem kurzen und dem langen Arm des Chromosoms entsprachen zu erzeugen, mußten etwa
70.000 Zellklone auf den Verlust eines der beiden Chromosomenarme untersucht werden, ob-
wohl die zur Verkürzung verwendeten Telomerkonstrukte einen kurzen DNA-Abschnitt des
zentromerischen α-Satelliten des Y-Chromosoms enthielten, der eine homologe Rekombinati-26
1 Einleitungon des Vektors in die Zentromerregion ermöglichen sollte (Brown et al., 1994). Um die Chro-
mosomenarme der dabei entstandenen Derivativchromosomen zu verkürzen, mußten in einem
zweiten Schritt, nach der Transfektion eines weiteren Telomerkonstrukts nochmals 80.000 Zel-
lklone auf den Verlust terminaler Chromosomenabschnitte untersucht werden (Heller et al.,
1996). Durch das Einbringen eines negativ selektionierbaren Markers durch das Telomerkon-
strukt dieser zweiten Fragmentierungsrunde, konnte bei einer dritten auf Zellklone selektioniert
werden, in denen die Chromosomen ein weiteres mal gebrochen waren, was den Aufwand bei
der Analyse der Zellklone erheblich reduzierte. Die durch diese zeit- und arbeitsintensive Pro-
zedur erhaltenen Mini-Chromosomen des humanen Y-Chromosoms hatten eine Größe zwi-
schen 4 und 9 Mb und sie wurden während 100 Zellteilungen stabil auf die nächste
Zellgeneration weitergegeben (Heller et al., 1996).
Da eine homologe Rekombination in somatischen Zellhybriden ein sehr seltenes Ereignis ist
(Brown et al., 1994), wurde zur Verkürzung eines der X-Derivativchromosomen (Farr et al.
1995) das Chromosom in eine Hühnererythrozyten-Zellinie (DT40) transferiert (Mills et al.,
1999), die eine erhöhte Rate an homologen Rekombinationen aufweist (Dieken et al., 1996). In
dieser Zellinie konnte das Chromosom gezielt zu einen 2,4 Mb großen Mini-Chromosom ver-
kürzt werden (Mills et al., 1999). Das Mini-Chromosom wird in verschiedenen Zellinien stabil
auf die nächsten Zellgenerationen weitergegeben, wobei die Anzahl der in den Zellen enthalte-
nen Minichromosomen stark variiert. Durch die relativ kleine Größe dieses Minichromosoms
eignet es sich besonders gut für weitergehende Untersuchungen sowie zur Entwicklung eines
Mini-Chromosomenvektors zum stabilen Einbringen neuer Gene in Säugerzellen (Mills et al.,
1999).
1. 7 Physikalische Kartierung
Ein Ziel des Humanen Genom Projektes (HGP) ist die Erstellung einer physikalischen Karte des
menschlichen Erbgutes mit höchster Auflösung; die Gesamtsequenz des Genoms. Um hand-
habbare Sequenzabschnitte des Gesamtgenoms zu erhalten, wurde die genomische DNA mit
Restriktionsenzymen partiell gespalten und in verschiedenartige Vektoren eingefügt, die in E.
coli oder S. cerevisiae vermehrt werden können. Die Information über die ursprüngliche Anord-
nung der DNA-Fragmente im Genom geht durch diesen Vorgang verloren. Da diese Informati-
on jedoch elementar ist, um eine fortlaufende physikalische Karte zu erstellen, müssen die
klonierten DNA-Fragmente wie bei einem großen Puzzlespiel durch geeignete Verfahren wie-27
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der aneinander gesetzt werden. Gruppen sortierter Klone, deren Inserts sich überlappen, werden
Klon-contigs genannt. Sie bilden also Teilstücke, die sich fortlaufend überlappend in die zu er-
stellende physikalische Karte aneinander reihen. Sind alle Teile des Genoms wieder aneinander
gesetzt, überspannt ein contig jeweils ein Chromosom.
Zum Sortieren der Klone existieren vielerlei Verfahren. Das bekannteste ist das chromoso-
me walking (Chromosomenwanderung). Ausgehend von einem Startklon werden dabei benach-
barte Klone gesucht, indem mit den Endfragmenten des Startklons Genbanken durchsucht
werden, um überlappende Klone zu identifizieren (Royal et al., 1979). Von diesen Klonen wer-
den jeweils wieder die Endfragmente verwendet, um die nächsten überlappenden Klone zu
identifizieren (Abbildung 4). Die Geschwindigkeit des Voranschreitens auf dem Chromosom
ist dabei abhängig von der Klongröße (Tabelle 3) und der Anzahl der Startpunkte. Zur Identifi-
zierung überlappender Klone mit großen Inserts, wie etwa BACs oder YACs, werden häufig die
Endfragmente der Startklone ansequenziert um, spezifische Primerpaare für eine PCR-Analyse
zu generieren. Durch die Verwendung solcher klonspezifischen Primer lassen sich überlappen-
de Klone durch PCR-Analyse aus großen gesamtgenomischen Klonbibliotheken “relativ
schnell” heraussuchen (Anand et al., 1990; Stachan und Read, 1996)
Tabelle 3: Größe der DNA, die man in verschiedene Klonierungsvektoren einbringen kann
(nach Stachan und Read, 1996)
Abbildung 4:Chromosome walkingmit
3 Startklonen
Ausgehend von drei Startklonen (1-3)
werden aus einer Genbank überlappende
Klone gesucht. Die gefundenen Klone
dienen jeweils als neue Startklone für die
nächste Runde des chromosome walking,
bis der gesamte Chromosomenabschnit
durch Klone repräsentiert wird.
Klonierungsvektor Größe der klonierten DNA (kb)
übliche Plasmide mit hoher Kopienzahl 0-10
Insertionsvektor des Bakteriophagen λ 0-10
Replacementvektor des Bakteriophagen λ 9-23
Cosmide 30-44
Bakteriophage P1 70-100
PAC (künstliches P1-Chromosom) 130-150
BAC (künstliches Bakterienchromosom) bis zu 300
YAC (künstliches Hefechromosom) 200-2000
1 2 3
contig
1 EinleitungZur genaueren Untersuchung der erhaltenen überlappenden Klone wird meist eine Restrik-
tionsanalyse durchgeführt. Dabei wird Klon-DNA mit geeigneten Restriktionsendonukleasen
gespalten und die Fragmente auf einem Agarosegel aufgetrennt. Durch Vergleiche der Frag-
mentgrößen der überlappenden Klone und ergänzende Southernblot-Analysen lassen sich die
gemeinsamen Sequenzanteile ermitteln. Die Klone, die am wenigsten mit dem Startklon über-
lappen, sind für die nächste Runde des chromosome walking besonders geeignet, da sie den
größten Anteil bisher unbekannter genomischer DNA abdecken und man dadurch am schnell-
sten auf dem Chromosom voranschreitet.
Da diese Methode sehr zeit- und arbeitsaufwendig ist, eignet sie sich nur bedingt zur Erstel-
lung von Klon-contigs, die größere Bereiche eines Chromosoms oder gar das ganze Genom
überspannen. Daher sind andere Verfahren entwickelt worden, die allgemeiner und weniger
zeitaufwendig sind. Einige dieser Methoden beruhen auf der Erstellung von sogenannten Fin-
gerabdrücken (fingerprints) zufällig ausgewählter genomischer Klone.
Im Genom von Säugetieren kommen zu einem großen Anteil verstreute, hochrepetitive Se-
quenzen vor. Einige dieser Sequenzen wie beispielsweise die Alu- oder LINE-1 (Kpn)-Sequen-
zen sind im menschlichen Genom durchschnittlich alle 4 kb, bzw. 50 kb anzutreffen. Da die
Abstände zwischen den repetitiven Sequenzen in den verschiedenen genomischen Abständen
variieren, kann man die Klone, die überlappende Sequenzanteile enthalten, aufgrund überein-
stimmender Hybridisierungsmuster identifizieren. Dazu wird genomische DNA der Klone mit
einem geeigneten Restriktionsenzym gespalten, die enthaltenen Restriktionsfragmente auf ei-
nemGel aufgetrennt und Southernblots der Gele mit repetitiven DNA-Sonden hybridisiert (Bel-
lanné-Chantelot et al., 1992).
Die Existenz von häufig auftretenden, verstreuten Sequenzelementen im Genom kann man
sich auch zunutze machen, um von genomischen Klonen einfach und schnell humane DNA-
Fragmente zu erhalten. So kann man durch die Verwendung von Oligonukleotiden, die komple-
mentär zur Alu-Sequenz sind, die zwischen diesen Repeatelementen liegenden genomischen
Sequenzen in einer PCR-Reaktion amplifizieren (Nelson et al., 1989). Diese durch Inter-Alu-
PCR, kurz Alu-PCR genannt, erhaltenen PCR-Produkte bestehen, abgesehen von den eingebau-
ten Primern, in der Regel aus Einzelkopie-DNA, die sich als Hybridisierungssonden für die Un-
tersuchung anderer genomischer Klone oder daraus abgeleiteter Alu-PCR-Produkte (Green und
Olson, 1990a) sowie zur Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) (Lengauer et al., 1992) eig-
nen.29
1 Einleitung1.7.1 STS-(Gehalt)-Kartierung
Eine weitere Methode ist die STS-Gehalt-Kartierung [(STS)-content mapping](Kere et al.,
1992). Eine sequence-tagged site (STS) ist ein kleiner Teil des Genoms (einige hundert Basen-
paare) von dem die Sequenz bekannt ist. Ausgehend von dieser Sequenz lassen sich Oligonu-
kleotidprimer generieren, mit denen man anschließend die Sequenz in einem PCR-Test
nachweisen kann. Damit die Sequenz ein Ankerpunkt im Genom darstellt, sollte sie im gesam-
ten Genom nur einmal vorkommen. Durch Verwendung somatischer Hybridzellen (Abschnitt
2.1.8) lassen sich STSs spezifisch einzelnen Chromosomen und Chromosomenabschnitten zu-
ordnen.
Bei der STS-Gehalt-Kartierung wird versucht, möglichst viele STSs auf einem klonierten
DNA-Fragment nachzuweisen. Haben verschiedene Klone gemeinsame STSs, können diese
überlappenden Klone zu contigs sortiert werden. Werden bei verschiedenen Kartierungsprojek-
ten gemeinsame STSs verwendet, kann man die einzelnen Karten zueinander in Beziehung set-
zen. Daher stellen die STSs Bindeglieder zwischen verschiedenen physikalischen und
genetischen Karten des humanen Genoms dar (Green et al., 1994).
Die Durchführung einer PCR-Reaktion ist gut automatisierbar und standardisierbar. Daher
ist die STS-Kartierung ein geeignetes Verfahren, um Klon-contigs von großen genomischen
Abschnitten, ganzen Chromosomen oder dem gesamten Genom zu erstellen (Green und Olson,
1990b; Hudson et al., 1995; Bouffard et al., 1997).
Zur chromosomalen Lokalisation von genomischen Klonen kann die Fluoreszenz-in-situ-Hy-
bridisierung (FISH) an Metaphasechromosomen eine hilfreiche Methode sein (Kunz et al.,
1994; Abschnitt 3.2.2). Dazu wird die DNA des Klons oder aus der DNA amplifizierte Alu-
PCR-Produkte fluoreszenzmarkiert und als Hybridisierungssonde verwendet. Die aus den Hy-
bridisierungen resultierenden Ergebnisse können die Grundlage für die Kartierung einzelner
chromosomaler Regionen darstellen (Krebs, 1994).
Abbildung 5: STS-Gehalt-Kartierung
Klone, die gemeinsame STSs besitzen ent-
halten auch gemeinsame Sequenzanteile.
Die klonierten genomischen DNA-Frag-
mente werden aufgrund ihrer enthaltenen
STSs zu contigs sortiert.
Die schwarzen Punkte auf den Linien
repräsentieren STSs, die in dem geno-
mischen Klon (Linie) enthalten sind.
A B C D E F G H I J K L M N O P Q R S T U V W X Y ZSTS
contig30
1 EinleitungBei der Kartierung von Zentromerregionen ergeben sich aufgrund der Sequenzzusammen-
setzung dieser Regionen technische Schwierigkeiten. Der hohe Gehalt an Sequenzwiederholun-
gen erhöht die Rekombinationshäufigkeit in dem für die Klonierung der YAC-Banken
verwendeten Hefestamm AB1380 (Neil et al., 1990). Zusätzlich ist davon auszugehen, daß die
Verteilung der Restriktionsschnittstellen in diesen Regionen nicht statistisch ist. Eine Restrik-
tionskartierung des Zentromers wird so erschwert, wenn nicht gar unmöglich gemacht. Weiter-
hin ist zu beachten, daß Klone, benachbart zu Klonen mit hochrepetitiven Sequenzanteilen, nur
dann eindeutig identifiziert werden können, wenn zusätzlich nichtrepetitive Anteile enthalten
sind, die die Lokalisation eindeutig machen. Nur so lassen sich überlappende Sequenzabschnit-
te in den Klonen zweifelsfrei nachweisen.
1. 8 Aufgabenstellung
Die DNA der Zentromerregion von Chromosomen enthält Sequenzabschnitte, die potentiell
wichtig für die Funktionalität der Chromosomen sind. Um die Basis zur Sequenzaufklärung die-
ses wichtigen Chromosomenabschnitts zu legen, sollte die Zentromerregion von Chromosom 7,
also der Chromosomenabschnitt, der das Kinetochor bildet, durch STS-Gehalt-Kartierung (Ke-
re et al., 1992) unter Verwendung von DNA aus genomischen Klonen verschiedener Genban-
ken kartiert werden. Dabei sollten die genomischen Klone, meist YACs, in möglichst große
Gruppen überlappender Klone, contigs, angeordnet werden. Als STSs dienten viele Marker, die
zuvor bei genetischen Kartierungen verwendet wurden (Dib et al., 1996) und deren Lage in oder
um das Zentromer von Chromosom 7 angenommen wird.
Es sollte weiterhin ein Vektor entworfen und konstruiert werden, mit dem man Chromoso-
men durch Telomer-vermittelte Chromosomenfragmentierung (Farr et al., 1991) brechen kann,
um so ein möglichst kleines, verkürztes Chromosom zu erzeugen. Ein solches minimal großes
Chromosom wäre ein gutes Modell zur Aufklärung der funktionell wichtigen Bestandteile von
Säugerchromosomen und wäre ideal als Ausgangsbasis zur Entwicklung eines artifiziellen Säu-
gerchromosoms.31






























Glaswolle, silanisiert Sigma, Deisenhofen
Glucose Merck, Darmstadt
Glutaraldehyd Merck, Darmstadt32
2 Material und Methoden33
Glyzerin Merck, Darmstadt
Hoechst 33258 Hoefer, USA
Isoamylalkohol Riedel-de-Haën, Seelze




















Rinder Serum Albumin (BSA) Sigma, Deisenhofen





Triton X-100 Merck, Darmstadt
Tween 20 Sigma Chemical Company, UK
Wasser
HPLC-H2O J.T. Backer, Niederlande
Ampuwa Fresenius, Oberursel
X-Gal Serva, Heidelberg
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Xylencyanol Merck, Darmstadt
2.1.2 Nukleinsäuren, Nukleotide, Enzyme
DNA-Größenmarker:
100 bp DNA-Leiter MBI-Fermentas, St. Leon-Roth
Gibco BRL, Eggenstein
λ-DNA EcoRI / HindIII, Marker 3 MBI-Fermentas, St. Leon-Roth




2’-Desoxinukleosid 5’-Triphosphate Pharmacia Biotech, Schweden





hsDNA (Heringssperma DNA) Sigma, Deisenhofen
Enzyme:
Alkalische Phosphatase:
Calf Intestinal Phosphatase (CIP) Boehringer Mannheim
Lytikase Sigma, Deisenhofen
Pronase Boehringer Mannheim
Proteinase K Boehringer Mannheim
Restriktionsendonukleasen Boehringer Mannheim
New England Biolabs, Schwalbach
MBI-Fermentas
RNase A Boehringer Mannheim
10x Inkubationspuffer Sure Boehringer Mannheim
T4-DNA Ligase Boehringer Mannheim
T4-Polynukleotid Kinase Gibco BRL, Eggenstein
5x forward reaction buffer Gibco BRL, Eggenstein
Taq-DNA Polymerase Ammersham, Braunschweig
Appligen, Heidelberg
Boehringer Mannheim
2 Material und Methoden2.1.3 Materialien für die Zellkultur
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) mit GLUTAMAX Gibco BRL, Eggenstein
Fetales Kälberserum (FKS) Boehringer Mannheim
Penicillin Grünenthal, Stolberg
Streptomycin (10 mg/ml) Grünenthal, Stolberg
Nicht-essentielle Aminosäuren Gibco BRL, Eggenstein
Einfriermedium (Cryoprotective Medium) BIOWhitaker, Walkersville, USA
Geneticin, G418 Boehringer Mannheim




12-Loch Zellkulturschalen Nunc, Wiesbaden
Einfrierröhrchen Nunc, Wiesbaden
Neubauerzählkammer Braun, Melsungen
2.1.4 Materialien für die FISH
Anti-Avidin-AK Nr. BA-0300 (biotinyliert) Vector, Kanada
Biotin 7-dATP (0,4 mM) Gibco BRL, USA
Cot-1-DNA Gibco BRL, USA
DABCO Sigma, Deisenhofen
DAPI (4,6-Diamino-2-Phenylindol) Sigma, Deisenhofen
FITC-Avidin DCS Nr. A-2011 Vector, Kanada
Formaldehyd 37% Eastman Kodak, USA
Nick Translation System Nr. 8160SB Gibco BRL, USA
Lösung A1 je 0,2 mM dCTP, dGTP, dTTP
Lösung C 0,4 U/µl DNA Polymerase I +
40 pg/µl DNAse I
Pepsin Sigma Chemical Company, UK
RNase A Boehringer Mannheim
ssDNA (Lachssperma DNA) Sigma, Deisenhofen35
2 Material und Methoden2.1.5 Kits und Sonstiges
DNA Labelling Kit MBI-Fermentas, St. Leon-Roth
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit 402079 ABI, Weiterstadt
QIAquick Gel Extraktion Kit Qiagen, Hilden
QIAGEN Plasmid Mini, Midi und Maxi Kit Qiagen, Hilden
QIAfilter Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
QIAprep Spin Plasmid Kit Qiagen, Hilden
Nick-Column Pharmacia Biotech, Schweden
Röntgenfilme für die Autoradiographie:
Kodak X-OMAT AR Kodak, Stuttgart
Kodak Biomax MR Kodak, Stuttgart
Kodak Biomax MS Kodak, Stuttgart
Autoradiographiekassetten DuPont, Bad Homburg
Verstärkerfolien für Biomax MS Kodak, Stuttgart
2.1.6 Puffer, Medien und Lösungen
2.1.6.1 Für die Zellkultur:
DMEM 20% FKS 400 ml DMEM mit GLUTAMAX
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 100 ml Fetales Kälberserum
10 ml PS
5 ml 100 x nicht essentielle Aminosäuren
Fixativ für Chromosomen 25% Essigsäure in Methanol (v/v)
Formaldehyd/ 2% Formaldehyd
Glutaraldehyd-Lösung 0,2% Glutaraldehyd
in PBS, pH 7,4
PS 1% Streptomycin (v/v)
9 x 106 IE Penicillin
ad. 1 l H2O
PBS , pH 7,5 150 mM NaCl
35 mM KCl




PBS, pH 7,4 137 mM NaCl
2,7 mM KCl
10 mM Na2HPO436
2 Material und Methoden1,8 mM KH2PO4
pH 7,4




in PBS, pH 7,4
2.1.6.2 Für die FISH-Analyse:
DABCO Antifading 2,33% DABCO (w/v)
90% Glyzerin (v/v)
20 mM Tris-HCl, pH 8,0
DAPI-Stammlösung 20% in H2O (w/v)
Dextransulfat 50% in H2O (w/v)
Formamid (deionisiert) 1 l Formamid
3 große Löffel Sardolit
pH 7,0
PBS 150 mM NaCl
10 mM Na2HPO4
pH 7,5
2.1.6.3 Für alle anderen verwendeten Methoden:
AHC-Agar AHC-Medium mit 2% Bacto-Agar (w/v)
AHC-Medium 0,002% Adenin (w/v)





Agarosegelladepuffer I (6x) 0,25% Bromphenolblau (w/v)
15% Ficoll (w/v)
Agarosegelladepuffer II (6x) 0,25 % Bromphenolblau (w/v)
0,25% Xylencyanol
30 % Glyzerin (v/v)
APS 10% in H20 (w/v)
Dehybridisierungslösung 0,1% SDS
1 mM EDTA
Denaturierungspuffer 0,5 M NaOH
1,5 M NaCl37
2 Material und MethodenDenhardt-Reagenz 2% Ficoll (v/w)
2% Polyvinylpyrrolidon (w/v)
2% BSA (w/v)
DNAseI-Stop-Mix (5x) 62,5 mM EDTA
2,5% SDS (w/v)
Hybridisierungslösung:
für DNA-Fragmente 1 mM EDTA
0,5 M Na-Phosphatpuffer, pH 6,8
7% SDS (w/v)
100 µg/ml denaturierte hsDNA
für Oligonukleotide 6x SSC
5x Denhardt-Reagenz
0,5% SDS
100 µg/ml denaturierte hsDNA
LB-Agar LB-Medium mit 1,5% Bacto-Agar (w/v)




LB-Medium 0,5% Hefeextrakt (w/v)
1% Trypton (w/v)
85 mM NaCl
Mg ++-Stock (2 M) 1 M MgCl2·6H2O
1 M MgSO4·7H2O
1 M Natriumphosphatpuffer pH 6,8 51% 1M NaH2PO4·H2O
49% 1M Na2HPO4·2H2O
Neutralisationspuffer 0,5 M NaCl
0,5 M Tris-HCl, pH 7,0
P1-Lösung 50 mM Tris-HCl, pH 8,0
10 mM EDTA
100 µg/ml RNase A
P2-Lösung 200 mM NaOH
1% SDS (w/v)
P3-Lösung 3M KaAc, pH 5,5
PCR-Puffer (10x; CEPH) 500 mM KCl
15 mM MgCl2
100 mM Tris-HCl, pH 8,3
1% Triton X-100
0,1 % Gelatine
SCEM-Lösung 1 M Sorbitol
0,1 M Natriumcitrat
10 mM EDTA38
2 Material und Methoden0,05 M β-Mercaptoethanol










20x SSC 3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat, pH 7,5
50x TAE-Puffer 2 M Tris-Acetat, pH 8,0
50 mM EDTA
5x TBE 0,5 M Tris-HCl, pH 8,0
0,5 M Borsäure
10 mM EDTA
TE-Puffer 10 mM Tris-HCl
1 mM EDTA
10x TNE 100 mM Tris-HCl, pH 7,4
1 M NaCl
10 mM EDTA
Waschlösung I 2x SSC
0,1% SDS
Waschlösung II 0,1x SSC
0,1% SDS
Waschlösung III 6x SSC
0,1% SDS
X-Gal-Lösung 20 mg/ml in Dimethylformamid
2.1.7 Geräte und Zubehör
Autoklav Gössner, Hamburg
ABI DNA-Sequencer 373 Perkin Elmer, USA
Biodyne A Transfermembran Pall, Dreieich
Brutschrank Typ B 5042E und T 5050 Heraeus, Hanau
Dokumentationssystem E.A.S.Y. Herolab, Wiesloch
Durchlichtmikroskop Leitz, Wetzlar
EASYJECT Plus Elektroporator EquiBio, Angleur, Belgien39
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Fluorometer TKO 100 Hoefer Scientific Instruments, USA
Fluoreszenzmikroskop (Axioplan) Zeiss, Oberkochen
Geiger-Müller-Zähler LB1210B Berthold, Wildbad
Gelelektrophoresekammern (horizontal) AGS, Heidelberg
Gibco, BRL, USA
MWG-Biotech, München
Heizblock Thermostat 5320 Eppendorf, Hamburg
Hybridisierungsofen Sonder 30 Bachofer, Reutlingen
Kühlzentrifuge Sorvall RT 6000 B DuPont, USA
Küvetten für die Elektroporation Eurogentec, Serain, Belgien
Magnetrührer Ikamag RO Ika-Werk, Staufen
Mikrowelle Bosch, München
Netzgeräte (Power Supply):
EPS 500/400 Pharmacia Biotech, Schweden
Phosphorimager Fujix BAS 1000 Fujix, Japan
Software zur Auswertung: Tina ver. 2.7 Raytest, Karlsruhe
Photometer:
Pharmacia Novospec II Pharmacia Biotech, Schweden
GeneQuant II Pharmacia Biotech, Schweden
Pipetten:
Eppendorf-Pipette 0,5-10 µl Eppendorf, Hamburg
Eppendorf-Pipette 10-100 µl Eppendorf, Hamburg
Eppendorf-Pipette 50-250 µl Eppendorf, Hamburg
Eppendorf-Pipette 200-1000 µl Eppendorf, Hamburg
Eppendorf-Reference 2-20 µl Eppendorf, Hamburg
Eppendorf-Reference 20-200 µl Eppendorf, Hamburg
Pipette P 20 Gilson
Eppendorf Multipette Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefäße:
50 ml Falcon, USA
Greiner, Frickenhausen
14 ml Falcon, USA
MicroAmp Reaction Tubes Perkin Elmer Cetus, USA
Micro Test Tubes 1,5 ml Eppendorf, Hamburg
2 Material und MethodenMicro Test Tubes 0,5 ml Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nürmbrecht
Schüttelinkubator G25 New Brunswick Scientific Co., USA
Serilbank Microflow Intermed Stolco, Düsseldorf
Sterilbank Lamin Air Flow HA 2448GS Heraeus, Hanau
Thermocycler für die PCR:
GeneAmp PCR System 2400 und 9600 Perkin Elmer Cetus, USA
Trio Thermoblock TB1 Biometra, Göttingen
Tischzentrifugen:
Biofuge A Heraeus, Hanau
Eppendorf Zentrifuge 5415 C Eppendorf, Hamburg
Umkehr-Mikroskop Leitz, Wetzlar
UV-Stratalinker 2400 Stratagene, Heidelberg
UV-Transilluminator UVT2035 (302 nm) Herolab, Wiesloch
VacueGene Blotting-Einheit 2016 Pharmacia-LKB, Schweden
Vakuumpumpe Pharmacia-LKB, Schweden
Vortex Reax 2000 Heidolph, Hamburg
Waagen:
AE 240 Mettler, Schweiz
PM 2000 Mettler, Schweiz
Wasserbäder:
Typ 3042 Köttermann, Hänigsen
Typ 1083 GFL, Burgwedel
Whatman-Papier:
Gel-Blotting-Paper GB002 Schleicher und Schuell, Dassel
Zellkultur-Brutschrank Cytoperm Heraeus, Hanau
Computer PC 486, 586er (IBM-Komp.) div. Hersteller
MacIntosh IIcx/IIci und PowerPC Apple Computer GmbH, Ismaning
Alle Reaktionsgefäße wurden von den Firmen Eppendorf (Hamburg), Falcon (USA), Greiner
(Frickenhausen), Perkin Elmer (USA), Sarstedt (Nürmbrecht), Becton Dickinson (New Jersey/
USA) bezogen. Einmalpipetten wurden von der Firma Greiner (Frickenhausen) und Mikropip-
petenspitzen von den Firmen Sarstedt (Nürmbrecht), Micro-Bio-Tec Brand (Gießen) und Ep-
pendorf (Hamburg) erworben. Nicht aufgelistetes Standardzubehör wurde von der Fa. Kobe
(Marburg) und der Medizintechnik (Universitätsklinikum Marburg) bezogen.41
2 Material und Methoden2.1.8 Somatische Zellhybriden
2.1.8.1 Zellhybriden mit Anteilen von Chromosom 7
Die Maus/Mensch Hybridzellinien mit Anteilen von Chromosom 7 (Tabelle 4) entstanden
durch Fusion menschlicher Fibroblasten mit HPRT-negativen Tumorzellen der Maus (RAG)
(Bender und Grzeschik, 1976; Vortkamp et al., 1991).
Tabelle 4: Hybridzellinien mit Chromosom 7-Anteil
2.1.8.2 Die Zellinien Ru Rag 14-4-7-44-7 und Ru Rag 6-20-12
In den Zellen eines phänotypisch unauffälligen Mannes, bei dem durch einen nicht näher cha-
rakterisierten Prozeß eines der beiden Chromosomen 7 im Zentromer geteilt wurde, entstanden
neben dem normalen Chromosom 7 zwei kleinere Chromosomen, die zytogenetisch dem kurzen
(7p) und dem langen Arm (7q) des Chromosoms entsprechen (Hansen et al., 1975). Die beiden
Chromosomen werden in der Mitose wie ein zusammenhängendes Chromosom 7 an die Toch-
terzellen weitergegeben. Je eines dieser Chromosomenteile ist als einzelnes menschliches Chro-
mosom in den beiden Mensch-Maus-Hybridzellinien Ru Rag 6-20-12 (RR6) und Ru Rag 14-4-
7-44-7 (RR14) neben den Mauschromosomen enthalten (siehe Abbildung 6). In der Zellinie
RR6 befindet sich 7q. RR14 enthält 7p als separates Chromosom (Bauch et al., 1978; Vortkamp
et al., 1991). Die Zellinien ließen sich durch Fusion von Fibroblasten des Mannes mit HPRT-
negativen RAG Mäusezellen und anschließender Subklonierung etablieren (Bender und Grze-
schik, 1976).
Durch eine Southernblotanalyse (Abbildung 11, Seite 83) und eine Fluoreszenz-in-situ-Hy-
bridisierung (persönlicheMitteilung von Herrn PDDr. Kunz) konnte gezeigt werden, daß RR14




7cen-qter Bauch et al., 1978
Ru Rag 14-4-7-44-(7)
(RR14)
7pter-cen Vortkamp et al., 1991
GN6 Rag 7p11.2-qter Vortkamp et al., 1991
4IRB Rag18-17 7p11.2-qter unpubliziert
5387cl10 7pter-qter Croce und Koprowski, 1974
Rag Mauszellinie Klebe et al., 197042
2 Material und Methodenenthält. In der Zellinie RR6 konnten hingegen nur Sequenzen aus dem Bereich D7Z1 nachge-
wiesen werden. Daraus läßt sich folgern, daß das Chromosom 7 des Mannes in D7Z1 gebrochen
ist.
Abbildung 6: Schematische Darstellung des menschlichen Chromosome 7 und zweier
Derivativchromosomen
Die Abbildung zeigt schematisch ein normales Chromosom 7 des Menschen und die Derivativchromosomen der
Zellinien Ru Rag 14-4-7-44-7 (RR14) und Ru Rag 6-20-12 (RR6) .
2.1.8.3 Monochromosomale Zellhybriden
Der NIGMSMensch/Nager Zellhybrid Mapping-Panel 2 (Tabelle 5) wurde von NIGMSHuman
Genetic Mutant Cell Repository (Camden, New Jersey) bezogen. Er enthält 24 unterschiedliche
Hybridzellinien, die neben den Nagerchromosomen jeweils eins der 24 menschlichen Chromo-
somen tragen. Die Zellinien wurden cytogenetisch, durch Southernblotanalyse und PCR cha-
rakterisiert (Drwinga et al., 1993). Einige Zellinien weisen Translokationen zwischen Mensch-
und Nager-Chromosomen auf oder haben zusätzliche menschliche Chromosomenfragmente.






























2 Material und MethodenTabelle 5: NIGMS Human/Rodent Somatic Cell Hybrid Mapping Panel #2 Version 2
Hybridzellinie mensch.Chromosom mensch. Elternzellinie Nager
NA06317 Y Chin. Hamster
NA06318C X Chin. Hamster
NA10114 5 Chin. Hamster
NA10115 4 Chin. Hamster
NA10156B 8 Chin. Hamster
NA10253 3 Chin. Hamster
NA10323 21 AG06814 Maus
NA10449 19 Chin. Hamster
NA10479 14 Maus
NA10498 17 GM00271 Maus
NA10567 16 GM02860 Maus
NA10611 9 GM07890 Chin. Hamster
NA10629 6 Chin. Hamster
NA10791 7 Chin Hamster
NA10826B 2 Chin. Hamster
NA10868A 12 GM07890 Chin. Hamster
NA10888 22 Chin. Hamster
NA10898 13 Chin. Hamster
NA10926D 10 Chin. Hamster
NA10927A 11 Chin. Hamster
NA11010 18 GM04025 Chin. Hamster
NA11418 15 Chin. Hamster
NA13139 1 MRC5 Maus
NA13140 20 MRC5 Maus
NAIMR91 Humane Linie IMR91
NA05862 Maus Linie 3T6
NA10658 Chin. Ha. Linie. RJK8844
2 Material und Methoden2.1.8.4 Bestrahlungshybriden
Der GeneBridge 4Maus/Hamster Bestrahlungshybriden-Panel (Tabelle 6) wurde von der Firma
Research Genetics bezogen. Die Zellhybriden wurden durch Fusion der humanen, diploiden Fi-
broblastenlinie HFL121 (Karyotyp: 46, XY) mit der Thymidin-Kinase-negativen Hamsterzelli-
ne A23tk erzeugt. Um Chromosomenbrüche in den Zellen zu erzeugen, wurden die humanen
Fibroblasten vor der Fusion mit Röntgenstrahlen (3000 rad) bestrahlt. Nach der Fusion wurden
die Hybriden in HAT haltigem Medium selektioniert (Walter at al., 1994). Die einzelnen Zell-
hybriden wurden durch eine inter-Alu PCR auf menschliche DNA getestet. Die Zellinien, die
ein komplexes Muster von amplifizierten humanen DNA-Fragmenten ergaben und positiv für
die humane TK (den Selektionsmarker) waren, wurden zur Erstellung des Hybrid-Panels her-
angezogen. Von den 199 selektionierten Hybriden wurden zunächst 168 ausgewählt (Gyapay et
al., 1996), die später auf 93 Hybridklone für den GeneBridge 4 Maus/Hamster Bestrahlungshy-
briden-Panel reduziert wurden.
Die Auswertung der PCR-Ergebnisse erfolgte mit dem Programm “rhmapper” am White-
head Institute for Biomedical Research/MIT Center for Genome Research (WICGR) beimmap-
ping service unter der Internetadresse “http://carbon.wi.mit.edu:8000/cgi-bin/contig/
rhmapper.pl”. Das Programm wertet die PCR-Ergebnisse aus und ordnet den Marker in ein zu-
vor erstelltes Grundgerüst und die Bestrahlungshybrid-Karte des WICGR ein.45
2 Material und MethodenTabelle 6: GeneBridge4 Radiation Hybrid Mapping Panel
Die Tabelle beinhaltet die verwendeten Zellinien mit den zugehörigen Indices (nach WICGR “http://
carbon.wi.mit.edu:8000/ftp/pub/human_STS_releases/dec95/rhmap/genebridge4.html”)
2.1.8.5 Normale diploide Zellinien
Die humane lymphatische Zellinie GM3104 (46, XX) wurde vomNIGMSHuman Genetic Mu-
tant Cell Repository (Camden, New Jersey) bezogen.
Index Linie Index Linie Index Linie Index Linie Index Linie
1 4A4 21 4E2 41 4J9 61 4P11 81 4V2
2 4A5 22 4E4 42 4K5 62 4Q2 82 4V3
3 4AA5 23 4E6 43 4K7 63 4Q4 83 4V7
4 4AA7 24 4E11 44 4K8 64 4R1 84 4V8
5 4B2 25 4F6 45 4K9 65 4R2 85 4W1
6 4B3 26 4F7 46 4K12 66 4R3 86 4Y4
7 4B9 27 4F13 47 4L3 67 4R5 87 4Y8
8 4BB1 28 4G1 48 4L4 68 4R6 88 4Y9
9 4BB6 29 4G5 49 4L6 69 4R10 89 4Z5
10 4BB8 30 4G6 50 4M4 70 4R12 90 4Z6
11 4BB10 31 4G7 51 4M5 71 4S3 91 4Z9
12 4BB12 32 4G11 52 4N3 72 4S6 92 4Z11
13 4C3 33 4H1 53 4N5 73 4S10 93 4Z12
14 4C11 34 4H8 54 4N6 74 4S12
15 4CC8 35 4H9 55 4N7 75 4T3
16 4D1 36 4H12 56 4N12 76 4T4
17 4D7 37 4I1 57 4O5 77 4T10
18 4DD2 38 4I4 58 4O10 78 4T11
19 4DD5 39 4J2 59 4P2 79 4U1
20 4DD8 40 4J5 60 4P9 80 4U346
2 Material und Methoden2.1.9 Bakterielle Vektoren
2.1.9.1 Der BAC-Vektor pBAC108L (Shizuya et al., 1992)
Viele bakterielle Vektoren, die in mittlerer bis hoher Kopienzahl in Bakterien replizieren, zei-
gen oft eine Instabilität der Inserts. Sie neigen zumDeletieren und Rearrangierten der klonierten
DNA, besonders bei eukaryontischen DNA-Inserts, welche eine Vielzahl von verschiedenen re-
petitiven Sequenzen enthalten. Deshalb sind für große genomische Inserts Vektoren entwickelt
worden, die in geringer Kopienzahl (hier 1-2) in E. coli repliziert werden. Das Plasmid
pBAC108L (Abbildung 7) enthält die Gene oriS, repE, parA und parB, die die Kopienzahl und
die unidirektionale Replikation regulieren. Zur Selektion der Bakterien enthält es ein Chloram-
phenicol-Resistenzgen (CMR). Das Klonierungssegment enthält die Bakteriophagen λ cosN-
und P1 loxP-Loci, zwei Restriktionsschnittstellen zur Klonierung der Insert-DNA (HindIII und
BamHI), und mehrere G+C-reiche Schnittstellen (NotI, EagI, XmaI, SmaI, BglI und SfiI), um
das Insert gezielt ausschneiden zu können. Die HindIII- und BamHI-Schnittstellen sind von den
T7 und Sp6-Promotoren flankiert, die zur Generierung von RNA-Proben für das chromosome
walking und zum Sequenzieren des Vektor-Insert-Übergangs eingefügt wurden.
Abbildung 7: Der BAC-Vektor pBAC108L
Die Abbildung ist im wesentlichen der Publikation von Shizuya et al., 1992, entnommen.
HindIII BamHI












T7 Promotor Sp6 Promotor47
2 Material und Methoden2.1.9.2 andere Vektoren
In Tabelle 7 sind alle anderen verwendeten Vektoren aufgeführt.
Tabelle 7: andere Vektoren
# wie pBAC108L jedoch mit lacZ-Gen im Klonierungssegment
2.1.9.3 verwendete Bakterienstämme
Für die Vermehrung von Plasmid-DNA wurden die in Tabelle aufgeführten E. coli-Stämme
verwendet.
Tabelle 8: verwendete Bakterienstämme
Vektor Herkunft
pBlueScriptIIKS(+) Phagmid Stratagene, La Jolla/USA
pGEM7-Zf(+) Promega, Madison/USA
pPNT Tybulewicz et al., 1991
pSXneo0.8T2AG3 Hanish et al., 1994
pcDNA3.1/His B/lacZ Invitrogen, NV Leek, Niederlande
pMGB7 Waye et al., 1987
pα7d1 Waye et al., 1987
pBeloBAC11# Shizuya et al., nicht publiziert




F‘,ϕaraD139 ∆(ara, leu)7697, ∆lacX74, galU,
galK, λ-, mcrA ∆-(mrr-hsdRMS-mcrBC), rpsL,
dor, ϕ80dlacZ∆ M15, endA1, nupG, recA1
Eurogentec, Seraing,
Belgien
SURE e14– (McrA–) ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)171
endA1 supE44 thi-1 gyrA96 relA1 lac recB
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Die verwendeten BAC-Klone (Tabelle 9) wurden von Prof. Dr. Dr. Julie R. Korenberg (Los An-
geles, USA) zur Verfügung gestellt und von Ihr durch FISH lokalisiert.
Tabelle 9: verwendete BAC-Klone
2.1.11 Künstliche Hefechromosomen, YACs
Die verwendeten YACs entstammen zwei verschiedener YAC-Bibliotheken. Zur Konstruktion
beider Bibliotheken wurde der Vektor pYAC4 (Abbildung 20) verwendet (Burke et al., 1987).
Der Vektor enthält drei unterschiedliche Strukturelemente, die eine geregelte Weitergabe des
künstlichen Chromosoms während der Zellteilung in S. cerevisiae ermöglichen. Es handelt sich
dabei um das Zentromer des Hefechromosoms Nr. 4 (CEN4), den autonomen Replikationsur-
sprung (ARS1) von Chromosom 1 und zwei Telomere (Tel). Zur Selektion in Hefe werden die
beiden Marker TRP1 und URA3 verwendet. Beide Banken wurden in dem HefestammAB1380
(Tabelle 12) kloniert.
Eine YAC-Bibliothek (Tabelle 10) wurde aus der Mensch/Hamster-Hybridzellinie 4AF1/
102/KO15 kloniert, die als einziges menschliches Chromosom das Chromosom 7 enthält (Sche-
rer et al., 1992). Durch FISH-Analyse wurden 725 dieser chromosomenspezifischen YAC-Klo-
ne auf cytogenetisch definierte Regionen des menschlichen Chromosoms 7 kartiert (Kunz et al.,
1994). Alle Klone, die auf die Zentromerregion lokalisiert werden konnten, wurden zur weite-




372E12 7cen, 2cen, 16cen pBAC108L
7c23 7cen (flankierend) pBAC108L49
2 Material und MethodenTabelle 10: YAC-Klone aus der Chromosom 7 spezifischen Bibliothek (Scherer et al., 1992)
Die mit * gekennzeichneten Klone sind durch FISH vorlokalisiert worden. Die restlichen Klone wurden durch
Marker für die Regionen D7Z1 und D7Z2 identifiziert (Kunz et al., 1994).
Die anderen verwendeten YACs (Tabelle 11) entstammen der YAC-Bibliothek des Centre
d’Etude du Polymorphisme Humain (CEPH) / Généthon (Chumakov et al., 1995). Die Klone
haben eine durchschnittliche Insertgröße von 1,054 kb und wurden aus einer humanen lympha-
tischen Zellinie (46, XY) kloniert. Wegen der relativ großen Inserts werden diese Klone auch
Mega-YACs genannt. YACs dieser Bibliothek wurden auf Grund der Publikationen von Chu-
makov et al. (1995) und Hudson et al. (1995) für die Untersuchungen in dieser Arbeit ausge-
Klon Nr. Locus Analyse-
methode Klon Nr. Locus
Analyse-
methode
HSCE9 7cen-q22 * HSCE1066 7cen D7Z1
HSCE33 7cen * HSCE1067 7cen D7Z1
HSCE45 7p12-cen * HSCE1070 7cen D7Z1
HSCE72 7cen-q22 * HSCE1071 7cen
HSCE73 7cen *, D7Z1 HSCE1073 7cen
HSCE110 7cen-q22 * HSCE1075 7cen D7Z1
HSCE187 7cen D7Z2 HSCE1077 7cen D7Z1
HSCE188 7cen * HSCE1078 7cen D7Z1
HSCE299 7cen * HSCE1080 7cen D7Z1
HSCE305 7p11.1-q11.1 * HSCE1083 7cen D7Z2
HSCE513 7p12-cen * HSCE1088 7cen D7Z2
HSCE527 7cen * HSCE1090 7cen D7Z2
HSCE601 7cen * HSCE1091 7cen D7Z2
HSCE647 7p11.2-q11.21 * HSCE1092 7cen D7Z2
HSCE847 7cen * HSCE200 7q11.23 *
HSCE853 7p12-cen * HSCE263 7q11.21-q11.23 *
HSCE856 7p12-cen * HSCE531 7q11.21-q11.23 *
HSCE863 7cen * HSCE833 7q11.21-q11.23 *
HSCE902 7p12-cen * HSCE841 7q11.21-q11.23 *
HSCE1065 7cen D7Z1 HSCE842 7q2250
2 Material und Methodenwählt.
Tabelle 11: Mega-YACs aus der CEPH YAC-Bibliothek
2.1.11.1 Hefestamm AB1380
Tabelle 12: Der Hefestamm AB1380
Pool Klon Klon Klon Klon Klon Klon
1 644-D-3 644-E-1 654-C-3 665-C-12 690-B-3
2 694-H-12 698-D-5 714-A-12 725-F-5 738-F-7
3 752-B-1 754-F-11 754-G-3 755-A-8 763-G-2
4 764-F-3 771-E12 774-B-8 777-H-1 777-H-2
5 790-G-2 795-A-11 795-A-6 802-D-4 803-H-7
6 805-C-3 807-B-9 807-D-2 807-D-3 809-E-2
7 812-E-7 816-D-7 825-B-4 844-C-9 846-A-11
8 854-E-11 870-A-6 890-A-4 890-B-1 907-F-5
9 928-B-4 930-G-9 932-G-9 937-B-8
10 941-H-12 946-A-4 946-H-8
11 715-E-2 721-B-4 726-D-7 728-B-7 734-A-6
12 742-A-8 744-C-11 747-E-7 754-A-12 754-E-7
13 767-E-11 773-A-1 777-C-11 778-C-4 790-B-8
14 791-H-7 803-F-7 811-E-2 823-H-6
15 846-E-10 847-B-9 850-F-8 853-B-2 857-C-2
16 857-G-1 859-C-2 874-C-2 880-A-10 883-F-3
17 884-E-3 885-F-11 890-F-2 895-H-3 913-C-1
18 919-A-8 930-H-6 935-G-3 938-F-6 944-E-3
19 963-G-11 964-A-7 965-H-9 971-A-9 982-E-10 983-A-3
Stamm Genotyp Quelle
AB1380 MATa ade2-1 can1-100 trp1 ura3 his5 Ψ+ Burke et al., 1987; ATCC51
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2.2.1 Kultivierung von Mikroorganismen
2.2.1.1 Kultur von Escherichia coli (E. coli)
Agar-Kultur
Zur Vereinzelung von Bakterien wurden diese nach Anzucht in Flüssigmedium oder aus einem
Glyzerolstock auf LB-Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C ca. 16 h inkubiert. Einzelne Ko-
lonien konnten mit einer Impföse oder einem sterilen Zahnstocher zur weiteren Kultivierung der
Platte entnommen werden.
Übernachtkultur
5 ml LB-Medium wurden mit einer einzelnen Bakterienkolonie beimpft und bei 37 °C und 200
Upm 16 h im Schüttler aerob inkubiert.
250-500 ml-Kultur
Aus einer frischen Übernachtkultur wurde 1 ml in 250-500 ml LB-Medium (2 l -Erlenmeyer-
kolben mit Deckel) überführt und bei 37 °C und 200 Upm bis zu einer OD595 von 0,5 angezüch-
tet. Zur Amplifikation von Plasmiden wurde den Kulturen zu diesem Zeitpunkt je nach Bedarf
170 µg/ml Chloramphenicol zugegeben und weitere 12-20 h inkubiert. Ohne Amplifikation
wurden die Kulturen bis zu einer max. Dichte von OD595 0,8 kultiviert.
Zur Selektion von transformierten Bakterien wurde 50-100 µg/ml Ampicillin oder 12,5 µg/ml
Chloramphenicol zu den LB-Medien zugegeben. Zur langfristigen Lagerung von Bakterien
wurde zu 1 ml frischer Bakterienkultur 15% Glyzerin gegeben und unmittelbar nach dem Mi-
schen in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
2.2.1.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterien
Elektrokompetente Bakterien wurden aus einer 500 ml Kultur (S.O.B.-Medium), im exponen-
tiellen Wachstum (OD550 0,7 bis 0,8) präpariert. Dazu wurden die Bakterien abzentrifugiert,
das Medium abgegossen und das Sediment in 500 ml eiskaltem H2O (MilliQ) resuspendiert. Es
wurde anschließend noch 2 mal mit 500 ml H2O und 1 mal mit 50 ml eiskaltem 10% Glyzerin
gewaschen. Abschließend wurden die Bakterien bei einer Dichte von 1010 Zellen pro ml in 10%
Glyzerin aufgenommen, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.52
2 Material und Methoden2.2.1.3 Kultur von Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)
Zur Isolierung von YAC-DNA wurde der entsprechende Klon aus einem Glyzerinstock auf ei-
ner AHC-Agarplatte ausgestrichen und für 48 bis 72 h bei 30 °C inkubiert. Anschließend wur-
den 5 ml AHC-Medium mit einer einzelnen Hefekolonie beimpft und 48 h bei 30 °C und 200
Upm im Schüttler kultiviert. 1-3 ml der Vorkultur wurden in 100 ml AHC-Medium überführt
und bei 30 °C und 200 Upm weitere 24 h im Schüttler inkubiert. Um bakterielle Kontaminatio-
nen zu verhindern wurden 50 µg/ml Ampicillin zum Medium gegeben.
2.2.2 DNA-Präparation und Reinigung
2.2.2.1 Präparation von genomischer DNA aus kultivierten eukaryontischen Zel-
len
Zur Präparation von genomischer DNA wurden Zellen aus 250 ml Kulturflaschen und 12-Loch
Platten verwendet. Subkonfluente Zellen (ca. 80%-90% des Kulturgefäßes ist durch Zellen be-
deckt) wurden nach Waschen des Zellrasens mit 5 ml bzw. 500 µl PBS, durch Zugabe von 20
ml bzw. 500 µl 1xDNaseI-Stop-Mix auf den Zellkulturplatten lysiert. Eine Spaltung der RNA
wurde in den selben Gefäßen, durch Zugabe von 20 µg bzw. 2 µg RNase A zum Lysat, bei 37 °C
für 30 min durchgeführt. Nach Zugabe von 400 µg bzw. 40 µg Proteinase K wurde das Zelllysat
über Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur Entfernung der Proteine wurde das Lysat in 50 ml bzw. 1,5
ml Reaktionsgefäße überführt, eine Phenolextraktion (Abschnitt 2.2.2.5) durchgeführt, die
DNA anschließend mit NaCl und Isopropanol (Abschnitt 2.2.2.6) gefällt und in 500 µl bzw. 50
µl TE aufgenommen.
(Von der DNA aus 12-Loch-Kulturplatten wurden 10 µl für die anschließende Restriktions-
analyse verwendet. Zur Verwendung als PCR-Template wurde die DNA aus den 12-Loch-Kul-
turplatten 1:10 verdünnt und in 96-Loch-Mikrotitterplatten überführt.)
2.2.2.2 Präparation von YAC-DNA
Die Anzucht der Hefe-Klone erfolgte in 90-100 ml AHC-Medium. Zum Sedimentieren der
Hefe wurde 10 min bei 3000 Upm in einer Sorvall RT6000-Tischzentrifuge zentrifugiert. Das
Sediment wurde in 10 ml 0,05 M EDTA resuspendiert und 10 min bei 3000 Upm abzentrifu-
giert. Zum Zerstören der Zellwand wurde das Sediment in 8 ml SCEM aufgenommen, 100 U
Lyticase zugegeben und 1h bei 37 °C unter leichtem Schütteln inkubiert. Anschließend wurden
die Sphäroplasten 5 min bei 800 Upm abzentrifugiert und in 6,4 ml TE aufgenommen. Nach Zu-53
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der denaturierten Proteine wurden 2,7 ml 3 M KAc zur Suspension zupipettiert, 20 min auf Eis
inkubiert und bei 3000 Upm und 4 °C, 20 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgenom-
men und zur DNA-Fällung mit 12 ml Isopropanol versetzt, 10 min bei 3000 Upm zentrifugiert
und anschließend mit 70% EtOH gewaschen. Die DNA wurde nach dem Trocknen in 3 ml TE
aufgenommen und 10 min bei 68 °C gelöst. Danach erfolgte bei 68 °C durch Hinzufügen von
100 µg RNase A zur Lösung eine Spaltung der RNA. Nach der anschließenden Phenolextrakti-
on wurde die DNA mit NaAc und EtOH gefällt und 15 min bei 14000 Upm in der Eppendorf-
Tischzentrifuge zentrifugiert. Die DNA wurde in 50 µl TE gelöst. Die Konzentration der DNA
wurde nach dem vollständigen Lösen mit dem Fluorometer bestimmt.
2.2.2.3 Plasmid Minipräparation (alkalische Lyse)
Kleine Mengen Plasmide und BACs wurden aus 5 ml Bakteriensuspension gewonnen. Dazu
wurden die Bakterien 10 min bei 3000 Upm zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Medien-
überstandes wurde das Sediment in 300 µl P1-Lösung resuspendiert. Danach wurden 300 µl P2-
Lösung zur Suspension dazugegeben, durch vorsichtiges Schütteln gemischt und 5 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Dabei muß eine transparente, nicht trübe Lösung entstehen.
Anschließend wurden zur klaren Flüssigkeit langsam 300 µl P3-Lösung zugegeben, vorsichtig
gemischt und genau 5 min auf Eis inkubiert. Dadurch bildet sich ein dickes weißes Präzipitat
aus E. Coli DNA und Proteinen, welches anschließend 10 min bei 10000 Upm abzentrifugiert
wurde. Der Überstand wurde mit einer Mikropipette in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß über-
führt und durch Zugabe von 800 µl eiskaltem Isopropanol die DNA gefällt. Nach einer 15 mi-
nütlichen Zentrifugation bei 14000 Upmwurde der Überstand vorsichtig mit einer ausgezognen
Pasteurpipette abgenommen. ZumWaschen wurde der DNA 500 µl 70% EtOH zugegeben und
diese nochmals 5 min bei 14000 Upm zentrifugiert. Der Alkohol wurde mit einer ausgezogenen
Pasteurpipette vorsichtig abgesaugt. Nach dem Trocknen der DNA wurde sie in 30-50 µl TE
oder HPLC-H2O gelöst. Für die Verwendung der Plasmid-DNA zum Sequenzieren wurde die
DNA mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.
2.2.2.4 Präparation von Plasmid-DNA
Größere Mengen an Plasmid-DNA wurden mit dem Qiagen Plasmid Kit, oder dem QIAfilter
Plasmid Kit nach den Angaben des Herstellers präpariert.54
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Zur Entfernung von Proteinen wurden DNA-Lösungen mit 1/2 Volumen Phenol versetzt und
gut gemischt. Durch Zentrifugieren wurde die wässerige von der organischen Phase getrennt.
Die obere, wässerige Phase wurde mit einer Mikropipette vorsichtig abgenommen und mit 1/4
Volumen Phenol und 1/4 Volumen Chloroform erneut extrahiert. Die wässerige Phase wurde
zum Entfernen von Phenolanteilen nochmals mit 1/2 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol
(24:1) extrahiert und in ein neues Reaktionsgefäß überführt.
2.2.2.6 DNA-Präzipitation
Isopropanol-Fällung
Die DNA-Lösung wurde mit 1/5 Volumen 5MNaCl und 1,5 Volumen Isopropanol versetzt und
gut gemischt. Danach wurde die DNA bei 3000 Upm (Sorvall Tischzentrifuge) bzw. 14000
Upm (Eppendorf-Mikrozentrifuge) 10 min zentrifugiert. Zum Waschen der DNA wurde 70%
EtOH zugegeben 5min zentrifugiert und anschließend der Überstand verworfen. Je nach Bedarf
wurde der Waschschritt wiederholt und anschließend die DNA bei RT getrocknet. Das DNA-
Sediment wurde in TE oder HPLC-H2O gelöst.
Ethanol-Präzipitation
Zur DNA-Lösung wurde 1/10 Volumen 3 M NaAc und 2,5 Volumen EtOH zugegeben. An-
schließend wurde die Lösung gut gemischt und 15 min bei -20 °C inkubiert, danach wurde die
DNA bei 14000 Upm in der Eppendorf-Mikrozentrifuge 10 min abzentrifugiert und der Über-
stand abgesaugt. Das DNA-Sediment wurde danach in 70% EtOH gewaschen, getrocknet und
in TE oder HPLC-H2O aufgenommen.
2.2.2.7 Bestimmung der DNA-Konzentration (Sambrook et al., 1989)
Die Konzentration von DNA-Lösungen wurde im Photometer bei einer Wellenlänge von 260
nm bestimmt. Dazu wurde die DNA 1:50 bis 1:200 verdünnt, in eine 70 µl Quarzküvette mit
1 cm Schichtdicke gefüllt und im Photometer gemessen. Bei einer optischen Dichte von 1 hat
doppelsträngige DNA eine Konzentration von 50 µg/ml, einzelsträngige DNA 37 µg/ml und
kurze Oligonukleotide 30 µg/ml. Aus dem Verdünnungsfaktor und der Extinktion der gemes-
senen Probe wird die Konzentration der DNA-Lösung errechnet. Um eine mögliche Phenol-
oder Proteinkontamination der Lösung zu ermitteln, wird die Extinktion der Probe zusätzlich55
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teinkontamination. Er sollte idealerweise bei 1,8 bis 2,0 liegen. Bei niedrigeren Werten liegt
eine zu hohe Kontamination vor, so daß die genaue Quantifizierung der Probe unmöglich ist.
Kleinere Mengen DNA und DNA aus YAC-Präparationen wurden fluorimetrisch unter Ver-
wendung des Farbstoffes Hoechst 33258 in einemMinifluorimeter der Firma Hoefer (San Fran-
cisco/USA), nach Angaben des Herstellers, gemessen.
2.2.3 Restriktionsspaltungen
Die Spaltung von DNAmit Restriktionsendonukleasen wurde nach Angaben des Herstellers im
mitgelieferten Puffer durchgeführt. Bei Restriktionsspaltungen mit mehr als einer Endonuklea-
se wurde das Sure-Puffersystem der Firma Boehringer Mannheim verwendet. Zur Ermittlung
der benötigten Enzymmenge wurde die Unitdefinition der Restriktionsendonukleasen verwen-
det. Einige Enzyme konnten nach der Reaktion durch 15 min Erwärmung auf 68 °C inaktiviert
werden.
2.2.4 Gelelektrophoresen
2.2.4.1 Horizontalgelelektrophorese in Agarosegelen
Zur Auftrennung von PCR-Produkten und Restriktionsfragmenten wurde eine Agarosegelelek-
trophorese durchgeführt. Gele wurden je nach Fragmentgröße aus 0,5% bis 2,5% Agarose in
0,5-1x TBE oder 1x TAE hergestellt. Zum Färben der DNA wurde der Gellösung 0,025 µg/ml
Ethidiumbromid zugegeben, oder das Gel nach dem Lauf in einer Ethidiumbromidlösung (0,1
µg/ml) gefärbt. Der Laufpuffer war mit dem Puffer im Gel identisch. Vor dem Auftragen wur-
den die Proben mit Probenpuffer gemischt. Je nach Gel- und Fragmentgröße wurde eine Span-
nung von 20-180 V an die Gelkammer angelegt. Zur Visualisierung der DNA-Fragmente wurde
ein UV-Transilluminator (302 nm) verwendet. Die Dokumentation und Auswertung der Gele
erfolgte mit dem E.A.S.Y. System (Herolab, St. Leon Roth) und wurde durch einen Thermo-
drucker (Mitsubishi, Japan) ausgegeben.56
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Zur Sequenzierung von Nukleinsäuren wurde eine denaturierende Gelmatrix verwendet. Sie be-
steht aus einem Gemisch aus Acrylamid und Bisacrylamid mit Zusatz von 50% Harnstoff.
Harnstoff verhindert die Renaturierung der beiden DNA-Einzelstränge zu einem Doppelstrang.
Für die automatische Sequenzierung mit dem ABI 373A wurden spezielle Gelplatten verwen-
det, die eine Abtastung der DNA-Fragmente mit einem Laser ermöglichen. Die Dicke des Geles
betrug 0,3 mm, als Laufpuffer wurde 1x TBE verwendet. Vor dem Gießen des Geles wurden
die Glasplatten mit Alconox und deionisiertem Wasser gereinigt und mit Isopropanol nachge-
wischt. Die Gellösung enthielt 4,5% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 50% Harnstoff, 1x TBE
und HPLC-H2O. Die Polymerisation des Geles wurde durch Zugabe von 0,6% APS (10% in
H2O) und 0,25 ‰ TEMED gestartet. Die Polymerisationszeit betrug mindestens 1,5 h. Danach
wurde ein Sägezahnkamm (0,3 mm) für 36 Spuren in das Gel eingesetzt. Die Vorlaufzeit betrug
1 h bei 38 W, 40 mA und 2500 V. Anschließend wurden die Proben in einem Volumen von 4
µl aufgetragen. Der eigentliche Lauf erfolgte bei 38W, 40 mA und 2500 V. Die Laufzeit betrug
18 h.
2.2.5 Isolierung von DNA aus Agarosegelen
2.2.5.1 Isolierung kleiner Fragmente aus Agarosegelen
Kleinere DNA-Fragmente bis zu einer Größe von ca. 1500 bp wurden mit dem QIAquick (Qia-
gen, Hilden) Gel Extraktionskit nach Angaben des Herstellers aus Agarosegelen aufgereinigt.
Alternativ zur QIAquick-Methode wurde für kleine Fragmente bis ca. 1000 bp der MICRO-
PURE™ 0.22 Partikel-Separator (amicon, Witten) nach Anleitung des Herstellers verwendet.
2.2.5.2 Elektroelution
Große DNA-Fragmente (> 1500 bp) wurden durch Elektroelution aus Agarosegelen (0,7-1,0%;
1x TBE) aufgereinigt. Auf das Gel wurden 10-25 µg DNA aufgetragen. Um größere Volumina
auftragen zu können, wurden 2 bis 3 einzelne Zinken eines 1 mm dicken Agarosegelkammes
mit Tesafilm verbunden, wodurch eine größere Geltasche entsteht. Nach Auftrennung der
DNA-Fragmente wurde der Laufpuffer bis dicht unterhalb der oberen Gelkannte abgesaugt und
Pufferreste mit einem Papierhandtuch vorsichtig vom Gel entfernt. Direkt vor dem zu eluieren-
den Fragment wurde ein kleines, rechteckiges Loch, in der Breite der Geltasche, in das Gel ge-
schnitten und mit 2,5x TBE gefüllt. Danach wurde wieder Spannung (max. 50 V) an die57
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liert, ob das Fragment in die Puffertasche gewandert war. Wenn sich die überwiegende Menge
des Fragmentes in der puffergefüllten Tasche befand, wurde der Puffer mit einer 1 ml Mikropi-
pette entnommen. Zur Aufreinigung wurde der Puffer durch silanisierte Glaswolle filtriert und
mit Phenol extrahiert (2.2.2.5). Die DNA wurde durch NaCl und Isopropanol (2.2.2.6) aus dem
Puffer gefällt, 2 mal mit 70% EtOH gewaschen und in TE aufgenommen. Da UV-Licht DNA
stark schädigt wurde darauf geachtet, daß die Bestrahlungszeiten nur so lang wie unbedingt nö-
tig dauerten.
2.2.6 Klonierung
Zur Konstruktion von neuen Plasmiden oder bei der Subklonierung von BAC-Enden wurden
DNA Fragmente aus einem Plasmid, BAC oder genomischer DNA zur Vermehrung in neue
Vektoren einligiert und klonal vermehrt (Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1987).
2.2.6.1 Dephosphorylierung mit Alkalischer Phosphatase
Um eine Religation des Plasmidvektors mit sich selbst bei einer Ligation zu vermeiden wurde
am 5‘-Ende der DNA die Phosphatgruppe abgespalten. Nach dem Restriktionsverdau des Vek-
tors wurde 1/10 Volumen 1M Tris HCl pH 8,0 und 1U Alkalische Phosphatase (CIP) zum An-
satz gegeben. Anschließend wurde 15 min bei 37 °C und 15 min bei 56 °C inkubiert. Danach
wurde noch einmal 1U CIP zugegeben und wieder unter den gleichen Bedingungen inkubiert.
Da sich das Enzym nur unzureichend durch Hitze inaktivieren läßt, wurde nach der Dephos-
phorylierung eine Phenolextraktion durchgeführt und der Vektor mit NaCl und Isopropanol ge-
fällt. Bei Ligation von künstlich hergestellten Oligonukleotidlinkern wurde der Vektor nicht
dephosphoryliert, da Oligonukleotiden die 5‘-Phosphatgruppe fehlt und sonst keiner der beiden
DNA-Einzelstränge ligiert würde.
2.2.6.2 Ligation von DNA-Fragmenten
Zu 0,2-0,5 µg Vektor-DNA wurde eine äquimolare Menge Insert-DNA, 1,5 µl Ligase-Puffer
(10x) und 1 µl T4-Ligase (1 U/µl) gegeben und mit H2O auf 15 µl aufgefüllt. Anschließend
wurde der Ligationsansatz 16 h bei 17 °C im Wasserbad inkubiert.58
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Oligonukleotidlinker mit überhängenden Enden wurden durch Hybridisierung zweier komple-
mentärer Oligonukleotide (Tabelle 13) hergestellt. Dazu wurden äquimolare Mengen der bei-
den Oligonukleotide gemischt, auf 100 °C erhitzt und langsam (max. 1-2 °C/min) abgekühlt.
In einem Ansatz von 10 µl wurden 5 µg Vektor-DNA, 1,5 µg Oligonukleotidlinker, 1 µl Liga-
sepuffer (10x) und 1U T4-DNA-Ligase gemischt. Der Ligationsansatz wurde 16 h bei 17 °C in-
kubiert. Unligierte DNA-Linker wurden anschließend durch ein Microcon-100-
Mikrokonzentrator (amicon, Witten), nach Anleitung des Herstellers, aus dem Ligationsansatz
entfernt.
Tabelle 13: Sequenz der Linker-Oligonukleotide
2.2.6.4 Ligation von Multimeren
2 µg des HindIII geschnittenen Fragmentes aus dem α-Satelliten D7Z2 wurden mit 2 µl Liga-
sepuffer, 1 U T4 DNA-Ligase und H2O-MilliQ in einem Volumen von 19,5 µl gemischt und 10
min bei 22 °C inkubiert. Nach dieser Vorinkubation wurden 0,5 µlHindIII geschnittene Vektor-
DNA [1 µg/µl; pBlueScriptIIKS(+)] zugegeben, gemischt und 16 h bei 17 °C inkubiert. In ei-
nem zweiten Ligationsansatz wurden 2 µl des vorinkubierten Ligationsansatzes ohne Vektor
mit 1,8 µl Ligasepuffer, 0,5 µl HindIII geschnittener Vektor-DNA [1 µg/µl; pBlueScrip-
tIIKS(+)], 1 U T4 DNA-Ligase und 14,5 µl H2O-MilliQ gemischt und ebenfalls 16 h bei 17 °C
inkubiert.
Bei der Neukonstruktion von Plasmiden wurden bei der Ligation und Transformation immer
zwei Kontrollen mitgeführt. Als Kontrollen dienten ein Ansatz mit Vektor-DNA ohne Insert
und ein Ansatz nur mit Vektor-DNA, ohne Insert und T4-Ligase. Nur wenn auf den LB-Agar-
platten mit der ligierten DNAmehr Bakterienkolonien wuchsen als auf den Platten der Kontrol-
len wurde von einer erfolgreichen Ligation ausgegangen und DNA präpariert.
Oligonukleotid Sequenz
LinkerA-upper aattg cgcca tatgc gccgt a
LinkerA-lower ggcgc atatg gcgc
LinkerB-upper aattg cgggc ccata tggcg cgcgt gca
LinkerB-lower cgcgc gccat atggg cccgc59
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Zur Transformation wurden die E. coli Stämme DH10-B und Sure (2.1.9.3) verwendet. Elek-
trokompetente Bakterien wurden zuvor wie unter 2.2.1.2 beschrieben hergestellt. Die Elektro-
poration wurde routinemäßig mit 100 pg bis 50 ng Plasmid-DNA durchgeführt. Zur
Elektroporation mußte die eingesetzte DNA frei von Detergens, Phenol, Ethanol und Salzen
sein. Daher wurde der Puffer in dem sich die DNA aus einem Ligationsansatz befand zuvor mit
einem Microcon-50-Mikrokonzentrator (amicon, Witten), nach Anleitung des Herstellers, ge-
gen MilliQ-H2O ausgetauscht. Zur Transformation wurden 80 µl kompetente Bakterien 1 min
vor der Elektroporation mit der DNA gemischt, in eine spezielle Elektroporationsküvette (2
mm) eingefüllt und 1 min auf Eis inkubiert. Die Elektroporation fand bei 2500 V, 25 µF, 20 Ω
und 5 ms in einem EASYJECT Plus Elektroporator statt. Direkt nach dem elektrischen Impuls
wurden die Zellen in 1 ml S.O.C.-Medium überführt und 0,5 h bei 37 °C inkubiert. Diese Sus-
pensionskultur wurde auf LB-Platten mit Ampicillin ausgestrichen und ü. N. bei 37 °C inku-
biert. Auf ampicillinhaltigen Platten können nur solche Bakterien anwachsen, die ein
Resistenzgen-enthaltendes Plasmid aufgenommen haben, womit eine Selektion transformierter
Bakterien möglich ist. Zur Vermehrung von Plasmiden wurden Einzelkolonien in 5 ml Über-
nachtkulturen überimpft und kultiviert.
2.2.7 Nukleinsäuretransfer auf Nylonmembranen
Elektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente müssen als Template für Hybrisisierungsexpe-
rimente auf einer geeigneten Trägermembran immobilisiert werden (Southern, 1975). Als Trä-
ger wurden Nylonmembranen (Biodyn A; 0,2 µm) verwendet, da diese reißfester als die von
Southern ursprünglich benutzten Nitrozellulosemembranen sind. Zusätzlich können sie nach
dem Quervernetzen (Crosslinking) der Nukleinsäuren mit der Membran mehrfach verwendet
werden.
2.2.7.1 DNA-Transfer durch aufwärtsgerichteten, alkalischen Kapillartransfer
(modifiziert nach Southern, 1975; Sambrook et al., 1989)
Beim alkalischen Kapillartransfer wird ein salzhaltiger, alkalischer Puffer aus einem Reservoir
durch Kapillarkräfte durch Gel und Membran gezogen. Dabei wird durch den Pufferstrom die
DNA aus dem Gel transportiert. Die Membran ist für geladene Makromoleküle undurchlässig,
so daß die DNA an ihrer Oberflächen zum Liegen kommt. Durch Erhitzen oder UV-Querver-60
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Bei dem verwendeten Versuchsaufbau diente eine flache Kunststoffschale als Reservoir. In
die Schale wurde ein großes etwa 3 cm dickes Schaumstoffstück gelegt, und die Schale mit De-
naturierungspuffer bis unter die obere Kante des Schaumstoffes aufgefüllt. Auf den Schaum-
stoffschwamm wurde anschließend ein Whatman-Papier, welches 1 cm breiter und 1 cm länger
als das verwendete Agarosegel war, aufgelegt. Nachdem sich das Papier gleichmäßig mit Puffer
vollgesaugt hatte, wurde das Agarosegel darauf gelegt. Damit der Puffer nicht am Gel vorbei
aufgesaugt werden konnte, wurde zur Abdichtung unter alle vier Kanten des Geles, 2 bis 3 mm
tief, ein 6 cm breiter Parafilmstreifen geschoben. Auf das Gel wurde anschließend ein gelgroßes
Stück angefeuchteter Nylonmembran luftblasenfrei aufgelegt und mit einem gleich großen
Whatman-Papier abgedeckt. Danach wurde eine 10 cm bis 15 cm dicke Schicht Zellstoff auf-
getürmt, mit einer Glasplatte abgedeckt und zusätzlich mit einem Gewicht von etwa 500-700 g
beschwert. Nach 12-20 h wurden Gewicht, Glasplatte und die durchfeuchteten Papiertücher von
der Membran genommen und mit einen Bleistift die Position der Geltaschen markiert. Die
Membran wurde abgenommen, 5 min in 2x SSC gespült und getrocknet. Danach wurde die
DNA durch UV-Quervernetzung (120 mJ/cm2, bei 254 nm) in einem UV-Stratalinker an die
Membran gebunden.
2.2.7.2 Vakuum-Transfer von DNA
Eine schnelle Methode zum Transfer von DNA ist das Vakuum-Blot-Verfahren. Dabei wird der
Transferpuffer mit einer Vakuumpumpe durch das Gel gesaugt. Während dieses Vorgangs wird
so die DNA mit dem Puffer auf eine Nylonmembran transportiert. Auf die angefeuchtete Fritte
der Vakuum-Blot-Apparatur wurde die mit H2O angefeuchtete Nylonmembran (in Gelgröße)
aufgelegt und mit einer Plastikschablone die nichtbedeckten Anteile der Fritte abgedeckt. Dabei
war die Aussparung der Plastikfolie etwas kleiner als die Nylonmembran. Anschließend wurde
der Rand der Apparatur mit dem Dichtungsring aufgesetzt und verschraubt. Das Gel wurde vor-
sichtig und blasenfrei auf die Membran aufgelegt, so daß das Gel die Aussparung der Plastik-
schablone verdeckte. Danach wurde unterhalb der Fritte ein Vakuum (40 bis 50 mm H2O)
aufgebaut. Das Gel wurde zum Transfer der DNA nacheinander mit vier verschiedenen Lösun-
gen überschichtet. Zuerst wurde 10 min lang 0,25 N HCl durch das Gel gesaugt um das Zucker-
Phosphat Rückgrad der DNA an einigen Stellen zu brechen und somit den Transfer zu beschleu-
nigen. Anschließend wurde 15 min mit Denaturierungspuffer und 15 min mit Neutralisierungs-
puffer überschichtet. Die DNA-Einzelstränge wurden danach durch Überschichten mit 20x SSC61
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2x SSC gewaschen und anschließend die DNA durch UV-Quervernetzung (120 mJ/mm2 bei
254 nm) an die Membran gebunden.
2.2.8 DNA-Markierung (radioaktiv)
2.2.8.1 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten durch “random primed
oligonucleotid labeling”
Zur radioaktiven Markierung von DNA-Fragmenten wurde der DNA-Labelling Kit 1.1 der Fir-
ma Fermentas verwendet. Zu 100 ng DNA wurde 10 µl Reaktionspuffer mit Hexanukleotiden
gegeben, auf 43 µl mit H2O aufgefüllt und 10 min im kochenden Wasserbad denaturiert. Das
Reaktionsgemisch wurde anschließend sofort auf Eis inkubiert, um ein Renaturieren der DNA-
Einzelstränge zu verhindern. Nach dem Abkühlen wurden 3 µl Mix C (dATP, dGTP, dTTP), 3-
5 µl [α-32P]dCTP und 1U Klenow-Fragment zugegeben und bei 37 °C 30 min inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 2 µl 0,5 M EDTA gestoppt und die nichteingebauten freien
Nukleotide mit einer Nick-Säule abgetrennt (2.2.8.3).
2.2.8.2 Radioaktive Endmarkierung von Oligonukleotiden
Durch das Enzym T4-Polynukleotidkinase wird die randständige, radioaktive Phosphatgruppe
von [γ-32P]-ATP zur radioaktiven Markierung auf das 5´-Ende von Oligonukleotiden übertra-
gen.
Zu 100 ng Oligonukleotiden wurden 3 µl 5x forward reaction buffer, 3-5 µl [γ-32P]-ATP, 5
U T4-Polynukleotidkinase gegeben und mit H2O auf 15 µl aufgefüllt. Die Markierungsreaktion
wurde 30 min lang bei 37 °C durchgeführt. Nach der Reaktion wurde auf 50 µl mit H2O aufge-
füllt und die freien Nukleotide mit einer Nick-Säule abgetrennt.
2.2.8.3 Entfernung freier Nukleotide
Nichteingebaute Nukleotide wurden durch eine Sephadex G-50-Säule (Nick-Säule) aus dem
Reaktionsansatz entfernt. Dazu wurde die Säule zuerst mit 2 ml H2O equilibriert. Danach wurde
der Markierungsansatz in einem Volumen von 50 µl auf die Säule aufgetragen und mit 400 µl
H2O gewaschen. Zur Elution der markierten Fragmente wurden nochmals 400 µl H2O auf die
Säule gegeben und das Eluat in einem 1,5 ml Mikroreaktionsgefäß aufgefangen.62
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2.2.9.1 Hybridisierung
Vor der Hybridisierung von markierten DNA-Fragmenten auf immobilisierte DNA wurde der
verwendete Nylonfilter mit 100 µl Hybridisierungslösung (mit 100 µg/ml hsDNA) pro cm2
Membranfläche luftblasenfrei in einen Plastikbeutel eingeschweißt und bei 65 °C 30-60 min im
Wasserbad vorhybridisiert. Zum Hybridisieren wurde die Hybridisierungslösung aus dem Beu-
tel abgegossen und die markierte DNA-Sonde in 30-40 µl Hybridisierungslösung pro cm2
Membranfläche gegeben. Anschließend wurde die Lösung zurück in den Plastikbeutel gegeben,
luftblasenfrei eingeschweißt und bei 65 °C 16 h hybridisiert.
Bei der Hybridisierung von markierten Oligonukleotiden (Tabelle 14) wurde an Stelle der
Hybridisierungslösung eine spezielle Primerhybridisierungslösung verwendet. Die Hybridisie-
rungstemperatur ergab sich aus dem Schmelzpunkt Tm des Oligonukleotides -5 °C (Hames und
Higgins, 1985).
Tabelle 14: Für Hybridisierungen verwendete Promotorprimer
2.2.9.2 Waschen der Nylonfilter und Autoradiographie
Da sich nach der Inkubation mit der Hybridisierungslösung unspezifisch gebundene DNA an
der Membran befindet, muß der Filter unter Bedingungen gewaschen werden, die unspezifisch
gebundene DNA entfernen, spezifisch hybridisierte jedoch auf dem Filter lassen. Dazu wurden
die Filter wie folgt gewaschen: 1 min bei RT in 200 µl/cm2 mit Waschlösung I, 5 min bei RT
mit 400 µl/cm2 Waschlösung I, 5 min bei RT mit 400 µl/cm2 Waschlösung II und 3-20 min bei
65 °C mit 400 µl/cm2 Waschlösung II.
Unspezifisch gebundene Primer wurden unter folgenden Bedingungen vom Filter gewa-
schen: 1 min bei RT mit 200 µl/cm2 Waschlösung III, 5 min bei RT mit 400 µl/cm2 Waschlö-
sung III und 30 s bis 5 min bei RT mit 400 µl/cm2 Waschlösung II.
Nach jedem Waschschritt wurde die Radioaktivität auf dem Filter und im Waschpuffer mit
dem Handmonitor gemessen und so das Abwaschen unspezifischer DNA verfolgt. Die fertig
gewaschenen Filter wurden kurz zwischen zwei Papiertüchern getrocknet und in Frischhaltefo-
lie eingepackt. DieMembranen wurden je nach Aktivität für 5-120 min auf eine Platte des Phos-
Primer Sequenz Tm
SP6 Promotor tattt aggtg acact atag 50 °C
T7 Promotor taata cgact cacta taggg 56 °C63
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phorimagers aufgelegt, und anschließend wurde die Platte in einem Fujix BAS 1000
Phosphorimager gelesen und mit der Software Tina ausgewertet. Danach wurden die Filter auf
einem Röntgenfilm mit Verstärkerfolie bis zu 1 Woche exponiert.
2.2.10 Polymerase-Kettenreaktion
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine in vitroMethode zur exponentiellen Vervielfäl-
tigung von DNA-Fragmenten definierter Länge und Sequenz. Zum Kopieren der DNA wird
eine thermostabile DNA-Polymerase (z.B. Thermophilus aquaticus; Taq-Polymerase) verwen-
det. Alle bekannten DNA-Polymerasen brauchen zum Duplizieren eines DNA-Einzelstranges
eine kurze doppelsträngige Startersequenz (Primer), die der Reaktion als künstlich synthetisier-
te Oligonukleotide zugegeben werden. Die beiden Oligonukleotidprimer stammen aus den
Randbereichen der zu amplifizierenden Sequenz und sind komplementär zu jeweils einem der
beiden DNA-Stränge. Zusätzlich werden zur Verlängerung der Primer eine ausreichende Men-
ge an Desoxyribonukleotidtriphosphaten (dNTPs) und ein entsprechendes Milieu benötigt. Ein
Amplifikationszyklus besteht aus drei Schritten. Im ersten wird der DNA-Doppelstrang durch
Erwärmung auf bis zu 95 °C denaturiert, ohne daß die Polymerase dabei inaktiviert wird. Im
zweiten Schritt wird die Temperatur soweit abgesenkt, daß die beiden Primer möglichst spezi-
fisch an ihre komplementäre Zielsequenz binden können (Annealing) und im dritten Schritt
wird das Reaktionsgemisch auf die für die Polymerase optimale Arbeitstemperatur von ca. 70
°C gebracht (Elongation). Nachdem die Polymerase die beiden Primer ausreichend verlängert
hat, kann sich ein weiterer Zyklus anschließen. Die beiden neu synthetisierten DNA-Doppelst-
ränge dienen dabei als Matrize. Ab dem dritten Zyklus befinden sich hauptsächlich DNA-Ma-
trizen definierter Länge in dem Reaktionsgemisch. Die Reaktion wurde nach dem folgenden
Schema durchgeführt:
Um eine Elongation der Primer unter unspezifischen Bedingungen vor Reaktionsbeginn zu er-
schweren, wurden die Reaktionsansätze auf Eis pipettiert. Nach Abschluß der Reaktion wurden
die Proben auf 4 °C gekühlt.
Initialdenaturierung 3 min 94 °C
Denaturierung 1 min 94 °C
Annealing 1 min 52 bis 62 °C
Elongation 1 min 72 °C
Anzahl der Zyklen = 35 (Denaturierung, Annealing, Elongation)
Abschließende Synthese 5 min 72 °C
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dem Pipettierschema zusammengestellt:
§ CEPH (Dib et al., 1996)
* genomische DNA aus eukaryontischen Zellen
# YAC- oder BAC-DNA
‡ genomische DNA aus selektionierten Zellklonen (3.3.4 und 2.2.13.3)
2.2.10.1 Primer für die Amplifikation genomischer DNA-Fragmente
Alle verwendeten Primerpaare (Tabelle 15, 16 und 17) wurden zur Amplifikation spezifischer
DNA-Fragmente aus genomischer DNA oder aus Klonmaterial wie YACs und BACs verwen-
det. Die meisten dieser Primerpaare amplifizieren Sequenzen, die im Genom nur einmalig vor-
kommen und daher als Ankerpunkte zur Kartierung geeignet sind. Die nichtexprimierten
Sequenzen nennt man auch sequence-tagged sites (STSs). Die aus der Arbeit von Dib et al.
(1996) stammenden Primerpaare umfassen kurze (AC)n-Repeats (Mikrosatelliten). Die Länge
dieser kurzen Sequenzwiederholungen ist in der Bevölkerung polymorph. Mit Hilfe sogenann-
ter informativer Familien und 5264 dieser hochpolymorphen Mikrosatelliten wurde von den
Autoren, eine genetische Karte des menschlichen Genoms erstellt.
Neben diesen nicht exprimierten Sequenzen gibt es auch Marker, die aus c-DNA Bibliothe-
ken stammen. Diese werden dann expressed sequence tagged sites (ESTs) genannt. SolcheMar-
ker (z.B. STSG-10191) werden ebenfalls zur Erstellung genomischer Karten herangezogen. Sie
sind dabei aber nicht nur Ankerpunkte sondern geben gleichzeitig die Position exprimierter Se-
quenzen im Genom an.
Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden nach den Mengenangaben der Hersteller
in HPLC-H20 (1µg/µl) gelöst oder nach dem Lösen mit dem Photometer quantifiziert. Zur An-
wendung wurden die Primer zuvor mit HPLC-H20 auf eine Konzentration von 100 ng/µl einge-
stellt.
Gesamtvolumen 25 µl 50 µl
PCR-Reaktionspuffer 10x§ 2,5 µl 5,0 µl
dNTPs 20mM 0,25 µl 0,5 µl
Taq-Polymerase 0,5 U 1 U
je Primer 50 ng 100 ng
DNA 50-100 ng* / 10 ng# / 1 µl‡
H2O (HPLC oder MilliQ) ad. 25 µl ad. 50 µl65
2 Material und MethodenTabelle 15: PCR-Primer aus der Region 7cen
(#) Dib et al., 1996; (‡) GDB 186722; (§) WICGR; (¢) CHLC; (*) Wevrick et al., 1992.(¢ und *: Primer haben
kein Locuseintrag bei GDB)










gcagg ctcag taagt ggttg




cctgg gtgac agaga ttctt




tgcag tgagt tgtgt tcact




cagtg ctgga gttgt tcaag




cctgg gtttt gtggt catct
cagta gcgac tttca tgcca 166-198 57
¢ GATA P19301 f
GATA P19301 r
gggca acaaa gtgaa acact




caaca ggtcc aggct atgtc




agcta ttatc ttgct gtggc tggg




tcagt agggg tcagg ca




tggct cacgt ctgga a




ccaat tccag gaagg ctc




ggaag gtatg ttgcg g




gtaga atctg caagg gaa




tggac atttg gagcc ttg




tcaaa actgc tctat caa
ttctg acacc catca ttg 53
* L1R catgg cacat gtata catat gtaa 5466
2 Material und MethodenTabelle 16: Primer für das Gen HSPB1
Die vorletzte Spalte gibt die Position des PCR-Produktes in der publizierten genomischen Sequenz an. Locus
HUMHSP27X, GenBank Acc.Nr.: L39370, X03900.
Tabelle 17: andere PCR-Primer








ttcct cctcc ttccc cac
ggagt gcttg aagcc aagag 338 2048-2386 60
hsp01 f
hsp01 r
ggagg agtgg tcgca gtg
gttga catcc aggga cacg 190 366-555 56
hsp02 f
hsp02 r
cgtgt ccctg gatgt caac
tgcta gcctc ctcct ctcc 119 537-655 62
STSG-10191-1
STSG-10191-2
ctttc cttgg cggca gtctc










ctgca tctct tgaaa tcgg




catcc tgggg aagat gagtg g
gtgtt tagat gagtg cggga c 117 6067
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Zur DNA-Sequenzierung wurde das sogenannte Cycle Sequencing, eine Modifikation des von
Sanger et al. (1977) entwickelten statistischen Kettenabbruch-Verfahrens verwendet. Bei dieser
enzymatischen Methode wird eine DNA-Polymerase verwendet, die einen DNA-Einzelstrang
zu einer doppelsträngigen DNA ergänzt. Der Reaktion werden neben dem benötigten Primer
und den 2´-Desoxyribonucleosid-Triphosphaten (dNTP) auch eine geringere Menge 2´,3´-Di-
desoxyribonucleosid-Triphosphate (ddNTPs) zugegeben. Baut die DNA-Polymerase ein
ddNTP an Stelle eines dNTPs in den neuen Strang ein, bricht die Synthese an dieser Stelle ab,
da den ddNTPs eine freie 3´-Hydroxylgruppe, die zur Verlängerung des neu synthetisierten
DNA-Stranges benötigt wird, fehlt. Es kommt daher zu einem Gemisch verschieden langer
DNA-Stränge, die auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel oder einer anderen hochauflö-
senden Matrix aufgetrennt werden können. Beim Cycle Sequencing wird eine thermostabile
Taq-Polymerase verwendet, so daß wie bei einer PCR mehrere Synthesezyklen möglich sind.
Da nur ein Primer verwendet werden kann, kommt es nur zu einer linearen Anhäufung der neu
synthetisierten DNA-Stränge, es kann jedoch mit einer geringeren Menge an DNA-Template
als beim klassischen Sanger-Sequenzieren gearbeitet werden.
Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Sequenzierungen wurde das ABI
PRISMTM Dye Terminator Cycle Sequencing Verfahren benutzt. Es verwendet Fluoreszenz-
markierte ddNTPs zur Termination der Strangsynthese. Jedes der vier ddNTPs ist dabei mit ei-
nem unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff markiert: ddATP mit JOE, ddGTP mit FAM,
ddTTP mit TAMRA und dCTP mit ROX.
Auftrennen und Detektion der DNA-Fragmente erfolgte mittels eines ABI373A DNA-Se-
quenzierers. Dieser Sequenzierer trennt die verschieden langen DNA-Fragmente auf einem de-
naturierenden Polyacrylamidgel und tastet sie mit einem 488 nm Argon-Laser ab. Dabei
emittiert jeder der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe Licht einer unterschiedlichen Wellenlän-
ge, das über eine Photozelle detektiert wird. Um die Emmisionsspektren der verschiedenen
Farbstoffe besser zu unterscheiden, werden Filter der Wellenlängen 540 nm, 560 nm, 580 nm
und 600 nm (Filterrad A) verwendet.
Die Sequenzreaktion wurde mit dem ABI PRISMTM Dye Terminator Cycle Sequencing Rea-
dy Reaction Kit durchgeführt. Es enthält einen Mix, in dem neben den schon erwähnten Termi-
natoren dITP (statt dGTP), dATP, dCTP, dTTP, Tris-HCl (pH 9.0), MgCl2, thermostabile
Pyrophosphatase und AmpliTaq DNA-Polymerase FS kombiniert sind. 200 ng Plasmid-DNA
wurden mit 1 µl Primer (3,2 pmol in HPLC-H2O) und 8 µl des Dye-Terminator-Mixes ver-68
2 Material und Methodenmischt, mit HPLC-H2O auf 20 µl aufgefüllt und zur Sequenzreaktion in den Thermozykler
(GeneAmp PCR System 2400 oder 9600) gegeben. Es wurde das folgende Programm zum Se-
quenzieren verwendet:
Als Sequenzierprimer wurden die Primer M13 und M13r (Tabelle 18) verwendet.
Tabelle 18: Sequenzierprimer
2.2.11.1 Sequenzierung der BAC-Enden
Da sich die direkte Sequenzierung von BACs aufgrund ihrer Größe und der oftmals nicht uner-
heblichen Verunreinigung mit genomischer Bakterien-DNA meist schwierig gestaltet, wurden
die Endfragmente des BACs 7c23 in das Plasmid pBlueScriptIIKS(+) subkloniert. Dazu wurde
DNA des BACs wie unter 2.2.2.3 beschrieben präpariert, mit den Enzymen EcoRI und NotI ge-
spalten und anschließend in pBlueScriptIIKS(+) eingefügt. Bakterienklone, die Endfragmente
enthielten, wurden durch Primerhybridisierung mit T7- und Sp6-Primern identifiziert. Als Se-
quenzierprimer wurde der M13-Primer, der an den M13-Promotor von pBlueScriptII bindet,
verwendet.
Abbildung 8: Übersicht über die Sequenzabfolge bei der Sequenzierung der BAC-Enden
Die genomische DNA ist über die Schnittstelle HindIII in den Vektor pBAC108L kloniert worden. Bei einem
EcoRI / NotI-Doppelverdau fällt ein Fragment aus dem Vektor, welches neben der Insertsequenz auch den Sp6-
bzw. T7- Promotor des Vektors enthält.
Initialdenaturierung 4 min 96 °C
Denaturierung 10 s 96 °C
Annealing 5 s 55 °C
Elongation 4 min 60 °C
Anzahl der Zyklen = 25 (Denaturierung, Annealing, Elongation)
Abschließende Synthese 4 min 60 °C
Primer Sequenz[5´→3´]
M13 gtaaa acgac ggcca gt
M13r ggaaa cagct atgac catg
pBlueScriptIIKS(+) pBAC108L Insertsequenz
NotI HindIII EcoRIM13 T7/Sp6
M13r69
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Die in dieser Arbeit verwendeten Maus-Mensch Hybridzellinien Ru Rag 14-4-7-44-7 und Ru
Rag 6-20-12 wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 20% FKS bei 5%
CO2, 37 °C und 90% Luftfeuchtigkeit in einem Brutschrank kultiviert.
2.2.12.1 Routinekultur
StändigesWachstum und ständige Proliferation von in Kultur gehaltenen Zellen machen es not-
wendig, diese regelmäßig auszudünnen und verbrauchtes Medium gegen neues zu ersetzen. Die
in 250 ml Kulturflaschen gehaltenen Zellen wurden bei normalem Wachstum etwa alle 3-5
Tage passagiert. Vor dem Ablösen der Zellen mit 1 ml Trypsin-EDTA wurde das alte Medium
abgesaugt und der Zellrasen mit 1x PBS gewaschen. Bei beginnender Ablösung des Zellrasens
wurden 5 ml Medium dazugegeben und die Zellen durch Spülen mit der Pipette von dem Kul-
turgefäß gelöst. Danach wurden die Zellen in ein Zentrifugenröhrchen überführt und bei 900
Upm abzentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde der Überstand abgesaugt, und die Zellen
wurden in neuem Medium vorsichtig durch auf und ab pipettieren resuspendiert. Die Zellen
wurden anschließend auf neue Kulturflaschen ausgesät. Dabei wurden die Zellen etwa 1:3 ver-
dünnt.
2.2.12.2 Einfrieren und Lagerung von Zellen
Aus je einer 250 ml Kulturflasche wurde die Zellmenge für 1-2 Einfrierampullen gewonnen.
Dazu wurden die Zellen abtrypsiniert, in ein Zentrifugenröhrchen überführt und bei 900 Upm
abzentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und in 0,5 bis 1 ml Medium re-
suspendiert, und unter leichtem Schwenken wurde die gleiche Menge Einfriermedium (Cry-
oprotective Medium) tropfenweise zugegeben (Endkonzentration 7,5% DMSO). Die
Zellsuspension wurde danach in Einfrierampullen gefüllt und auf Eis gekühlt. Zum langsamen
Einfrieren wurden die Zellen in einem Styroporbehälter gegeben und zunächst bei -80 °C ein-
gefroren. Nach mindestens 24 h auf -80 °C wurden die Zellen zur dauerhaften Lagerung in flüs-
sigen Stickstoff gegeben. Zellen aus 12-Loch-Schalen wurden direkt nach dem Abtrypsinieren
in 200 µl Medium resuspendiert. Zur Suspension wurde anschließend das gleiche Volumen Ein-
friermedium zugegeben. Danach wurden die Zellen mit demMedium in Einfrierampullen über-
führt und bei -80 °C eingefroren.70
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Die Zellsuspension wurde zügig bei 37 °C aufgetaut und unmittelbar danach langsam in 30 ml
kaltes Medium getropft. Danach wurden die Zellen bei 900 Upm abzentrifugiert und das Medi-
um abgesaugt. Die Zellen wurden anschließend in frischem Medium aufgenommen und auf
neue Kulturgefäße ausgesät.
2.2.12.4 Transfektion eukaryontischer Zellen durch Elektroporation
Zur Transfektion von eukaryontischen Zellen wurde die Methode der Elektroporation gewählt.
Die Elektroporation wurde mit einem Easyject™ plus in Küvetten mit 4 mm Plattenabstand
nach dem Protokoll von Baum et al. (1994) durchgeführt. Bei diesem Protokoll bleiben unab-
hängig von der Zellinie die Einstellungen des Elektroporators bis auf die Spannung konstant.
Die Kapazität wird dabei auf 1050 µF und der innereWiederstand des Gerätes auf R= unendlich
gestellt. Die Spannung wird zur Optimierung der Transformationseffizienz von 220 V bis zu
300 V in 20 V Schritten erhöht.
Zur Elektroporation wurden die Zellen abtrypsiniert und in einer Dichte von 5 x 106 Zellen
in DMEMmit 20% FKS aufgenommen. 400 µl Zellsuspension wurden mit 10 µg Plasmid- und
10 µg carrier DNA (pBlueScriptIIKS(+)) gemischt und in die Küvette gefüllt. Danach wurde
die Küvette in den Elektroporations-Apparat gestellt und anschließend wurde der Stromimpuls
appliziert. Die Zellen wurden unmittelbar danach auf 94/16 mm Zellkulturschalen in 10 ml
DMEM 20% FKS ausplattiert. Zur Optimierung der Transformationseffizienz wurde der β-Ga-
laktosidaseexpressionsvektor pcDNA3.1/His B/lacZ transfiziert und nach 24 h wurden die
transfizierten Zellen angefärbt und ausgezählt (Abbildung 9). Bei einer Spannung von 260 V
ergab sich ein Maximum an transfizierten Zellen, ca. 10% der überlebenden Zellen (Abbildung
9). Daraufhin wurden alle weiteren Transfektionen der Zellinie RR14 bei 260 V, 1050 µF und
R= unendlich durchgeführt.71
2 Material und MethodenAbbildung 9: β-Gal-Expression in transfizierten Zellen
Um die Effizienz der Transfektion durch Elektroporation zu ermitteln wurde der ß-Galaktosidaseexpressionsvek-
tor pcDNA3.1/His B/lacZ in Zellen der Linie RR14 eingebracht und anschließend die Zellen in situ angefärbt.
Bei Verwendung von 5 x 106 Zellen und einer DNA-Menge von 10 µg Plasmid- und 10 µg Carrier-DNA (unspe-
zifische Plasmid-DNA) bei den Einstellungen 260 V, 1050 µF und R= unendlich des Elektroporators ergab sich
ein Optimum der Transfektionseffizienz. Etwa 10% der Zellen zeigten nach 24h eine nachweisbare β-Galaktosi-
daseexpression (dunkelblaue Zellen).
2.2.12.5 Färbung von β-Galaktosidase positiven Zellen
Zum Nachweis der β-Galaktosidaseaktivität wurden die Zellen 24 h nach der Transformation
angefärbt (Abbildung 9). Dazu wurde das Kulturmedium von der 94/16 mmKulturschale abge-
saugt und der Zellrasen 2 mal mit 5 ml PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 5 ml 2%
Formaldehyd, 0,2% Glutaraldehyd in PBS, pH 7,3, 10 min lang bei RT fixiert. Das Fixativ wur-
de abgesaugt und die Zellen 2 mal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit 5
ml X-Gal-Reagenz überschichtet und bei RT 16 h auf der Zellkulturschale inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Zellen zur Auswertung im Durchlichtmikroskop betrachtet. Die mit dem
Vektor pcDNA3.1/His B/lacZ transfizierten Zellen waren blau angefärbt, da durch das Enzym
ß-Galaktosidase der Farbstoff umgesetzt wurde. Der prozentuale Anteil transfizierter Zellen
wurde durch Auszählen eines repräsentativen Feldes ermittelt.
2.2.13 Die Selektion transfizierter Zellen
2.2.13.1 Selektion mit Geneticin, G418
Die zur vollständigen Selektion notwendige Geneticinkonzentration wurde nach Anleitung des
Herstellers bestimmt. 200 bis 500 RR14-Zellen wurden in 2 ml DMEM 20% FKS mit unter-
schiedlichen Konzentrationen (100-1000 µg/ml) G418 ausplattiert. Nach 10-14 Tagen wurde
dasWachstum der Zellen unter demMikroskop analysiert. Bei einer Konzentration von 600 µg/
ml G418 wurde das Wachstum nicht transfizierter Zellen komplett blockiert.72
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Gancyclovir unterdrückt das Wachstum von Zellen, die die HSV-Thymidinkinase exprimieren.
Eine Konzentration von 2 µMGANC ist dabei ausreichend, um das Wachstum von HSV-tk po-
sitiven embryonalen Stammzellen der Maus zu unterbinden (Ausubel et al., 1987; Mansour et
al., 1988). Um die notwendige GANC-Konzentration bei der Zellinie RR14 zu ermitteln, wurde
die Zellinie mit dem Vektor pPNTel transfiziert und mit G418-haltigem Medium selektioniert.
Nach der Selektion wurden die stabil transfizierten HSV-tk+-Zellen und untransfizierte Zellen
ausplattiert und unterschiedliche Mengen GANC zum Medium zugegeben. Das Wachstum der
Zellen wurde täglich unter demMikroskop beobachtet. Nach ca. 1Woche waren auf Platten mit
HSV-tk+-Zellen, wenn das Medium mindestens 5 mM GANC enthielt, keine lebenden Zellen
mehr zu beobachten, während bei untransfizierten Zellen keine Wachstumsinhibition stattfand.
2.2.13.3 Selektion und Kultivierung einzelner Zellklone
Zur Erzeugung von Chromosomenbrüchen wurde die Zellinie RR14 mit dem Vektor
pPNTelD7Z2(+) transfiziert und in 10 ml DMEM mit 20% FKS auf 94/16 mm Kulturschalen
ausplattiert. Nach 24 h wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen.
Anschießend wurden die Zellen mit 100 µl Trypsin/EDTA von der Kulturschale gelöst und mit
5 ml Medium abgespült. Die Zellen wurden bei 900 Upm abzentrifugiert und der Überstand ab-
gesaugt. Die Zellen wurden in DMEM mit 20% FKS, 600 µg/ml G418 und 12 µMGANC auf-
genommen und auf neue Kulturschalen im Verhältnis 1:2 ausgesät. Nach 5 Tagen Inkubation
im Brutschrank wurde das Medium durch 10 ml frisches Selektionsmedium (DMEM mit 20%
FKS, 600 mg/ml G418, 12 mM GANC) ersetzt und weitere 5-7 Tage inkubiert. Nach 10 bis 12
Tagen der Selektion wuchsen die überlebenden Zellen in kleinen Zellhaufen. Daraufhin wurde
das Medium vorsichtig abgesaugt und mit 5 ml vorgewärmten DMEM mit 20% FKS gewa-
schen. Die Kulturschale wurde anschließend mit 3-4 ml DMEM 20% FKS befüllt, so daß die
Zellen gerade mit Medium bedeckt waren. Die einzelnen Zellklone wurden unter sterilen Be-
dingungen mit einer 20 µl Mikropipette vom Boden der Kulturschale gelöst und in 12-Loch-
Zellkulturschalen mit 1 ml frischem Selektivmedium pro Vertiefung überführt. Nach weiteren
7 Tagen Inkubation wurde das Medium gewechselt und die Zellen nochmals 3-10 Tage im Brut-
schrank inkubiert. Während dieser Zeit wurden die Zellklone täglich begutachtet und dicht be-
wachsene Kulturen auf neue 12-Loch-Kulturschalen überführt. Dazu wurde das alte Medium
abgesaugt und der Zellrasen mit 500 µl PBS gewaschen. Die Zellen wurden danach mit 20 µl
Trypsin/EDTA vom Boden der Schalen abgelöst, in 2 ml frischem DMEM mit 20% FKS (mit
600 µg/ml G414 und 12 µMGANC) aufgenommen und 1:2 auf zwei neue 12-Loch-Kulturscha-73
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sen, daß sie den Boden der Kulturschalen fast vollständig bewuchsen. Daraufhin wurden die
Zellen der einen 12-Loch-Kulturschale eingefroren und aus den Zellen der anderen Platte mit
den identischen Klonen DNA extrahiert.
Abbildung 10: Selektionsschema
Nach 24h wurden die transfizierten Zellen 1:2 geteilt und mit Medium, welches 600 µg/ml G418 und 12 µM Gan-
cyclovir enthielt, kultiviert. Nach 5 Tagen wurde ein weiterer Mediumwechsel durchgeführt. Nach 11-13 Tagen
der Selektion wuchsen überlebende Zellen in kleinen Zellhaufen. Solche einzelnen Zellklone wurden mit einer
Pipettenspitze vorsichtig vom Boden der Kulturschale gelöst und in vorbereitete 12-Lochplatten überführt. Nach
7 Tagen wurde das Medium in den Platten durch frisches Selektionsmedium ersetzt. Nach weiteren 3 bis 10 Tagen
wurden dicht gewachsene Zellklone 1:2 auf zwei unterschiedliche Platten geteilt. Nachdem beide Platten nach 2
bis 4 Tagen konfluent bewachsen waren, wurden die Klone der einen Platte zur Lagerung und späteren Verwen-
dung eingefroren und aus den Zellen der zweiten Platte, mit den identischen Klonen, DNA extrahiert, die zur
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2 Material und Methoden2.2.14 Chromosomenpräparate von Hybridzellinien
Um aus den Maus-Mensch-Hybridzellen Chromosomenpräparate für die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung herzustellen, wurden ein bis zwei 250 ml Zellkulturflaschen subkonfluent ange-
züchtet. Da sich die Zellen während der Mitose leicht abrunden und somit nicht so fest am Fla-
schenboden haften, genügte es durch kräftiges Klopfen gegen die Flasche diese Zellen vom
Untergrund zu lösen. Anschließend wurde das Mediummit den abgeschüttelten Zellen in ein 50
ml Zentrifugenröhrchen überführt und die Zellen 6 min bei 1000 Upm pelletiert. Das Zellpellet
wurde in einer Mischung aus 5 ml 0,5% NaCitrat und 5 ml 0,56% KCl aufgenommen, in ein 14
ml Zentrifugenröhrchen mit Rundboden überführt und anschließend 15 min bei 37 °C im Was-
serbad quellen gelassen.
Nach dem Quellen der Zellen wurden diese nochmals bei 1000 Upm 6 min lang abzentrifu-
giert und anschließend der Überstand bis auf 1 ml abgesaugt. Die Zellen wurden im verbliebe-
nen Überstand vorsichtig resuspendiert, und tropfenweise wurde kaltes Fixativ, eine Mischung
aus Methanol und Eisessig im Verhältnis 3:1, zugegeben. Dabei mußte das Röhrchen leicht ge-
schwenkt werden, um kontinuierlich eine gute Durchmischung des Inhaltes zu erreichen. Nach
der Zugabe des Fixatives wurden die Zellen mindestens 20 min bei 4 °C stehen gelassen. An-
schließend wurden die Zellen nochmals wie oben beschrieben abzentrifugiert, der Überstand
abgesaugt und der Bodensatz resuspendiert.
Die benötigten Objektträger wurden mit einem fusselfreien Tuch abgewischt und in demi-
neralisiertes Wasser eingetaucht. Die Zellen wurden aus ausreichender Höhe mit einer Pipette
auf die Objektträger aufgetropft. Beim Auftreffen der Zellen platzen die in der Mitose befind-
lichen Zellen und spreizen dabei ihre Metaphasen auf. Drei bis vier Tropfen waren dabei aus-
reichend eine genügend große Anzahl Mitosen auf den Objektträger aufzubringen. Nach dem
Trocknen in waagerechter Lage wurden die Präparate im Durchlichtmikroskop begutachtet. Die
Dichte der Zellen und Mitosen auf dem Objektträger sollte nicht zu hoch sein, und die Chromo-
somen frei von Zytoplasmaresten. Bei Bedarf wurde das Fixativ wie oben beschrieben noch ein
bis zweimal gewechselt und die Zellen in einem größeren Volumen aufgenommen.75
2 Material und Methoden2.2.15 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
2.2.15.1 Nicktranslation mit Biotin
Um DNA als Sonde für die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) einzusetzen wurde sie
zuvor durch eine Nicktranslation markiert. Diese Methode beruht auf dem Zusammenspiel
zweier Enzyme in einem Reaktionsansatz. Die DNAse I aus E. coli fügt bei niedriger Konzen-
tration Einzelstrangbrüche, nicks, in doppelsträngige DNA ein. Diese Endonukleaseaktivität ist
nicht sequenzspezifisch, so daß statistisch verteilt Einzelstrangbrüche in der DNA entstehen.
Das zweite Enzym, die E. coliDNA-Polymerase I hat eine 5´→3´-Polymerase und eine 5´→3´-
Exonukleaseaktivität. Die DNA-Polymerase I benutzt die Einzelstrangbrüche als Ausgangs-
punkt für die Synthese einer “neuen”, dem intakten Strang komplementären DNA. Dabei dient
die freie 3’OH Gruppe des gebrochenen Stranges der Polymerase als Primer. Die 5´→3´-Exo-
nukleaseaktivität der Polymerase entfernt dabei gleichzeitig die Nukleotide in Syntheserich-
tung. Dem Reaktionsgemisch zugefügte radioaktiv oder chemisch modifizierte
Desoxyribonukleosidtriphosphate werden dabei von der Polymerase mit in die DNA eingebaut.
Zum Nachweis der Sonde unter dem Fluoreszenzmikroskop wird der Reaktion neben den un-
modifizierten Desoxyribonukleotiden Biotin 7-dATP zugegeben.
Die Markierung der DNA-Sonde wurde mit dem NICK Translation System von BRL Life
Technologies No. 18160-010 unter Verwendung von Biotin 7-dATP in einem 1,5 ml Eppen-
dorfreaktionsgefäß durchgeführt. Der Nicktranslationsansatz bestand aus folgenden Kompo-
nenten:
Lösung A1: je 0,2 mM dCTP, dGTP, dTTP
Lösung C: DNA PolymeraseI/ DNase I
Der Ansatz wird nach gutem Durchmischen der Komponenten 90 min bei 15 °C inkubiert.
Komponente Menge
Proben DNA 1µg
Lösung A1 5 µl
Biotin 7-dATP (0,4 mM) 2,5µl
MilliQ H20 ad 45µl
Lösung C 5 µl76
2 Material und Methoden2.2.15.2 Fällen der DNA
Um die nicht eingebauten Nukleotide von der Probe abzutrennen, wurde der Nicktranslations-
ansatz mit NaAc und EtOH gefällt. Dazu wurden zu dem Ansatz 1/10 Volumen 3 M NaAc und
2 Volumen reines EtOH gegeben, durchmischt und 15 min bei -70 °C oder 2 h -20 °C inkubiert.
Anschließend wurde die DNA 10 min bei 14000 Upm abzentrifugiert und der Überstand ver-
worfen. Das Sediment wurde mit 70% EtOH gewaschen, an der Luft getrocknet und bei 4 °C
über Nacht in 25 µl oder 50 µl MilliQ H2O gelöst.
2.2.15.3 Vorbereitung der Sonden-DNA (Zugabe von Kompetitor-DNA)
Menschliche genomische DNA besteht zu einem großen Teil aus repetitiven DNA-Sequenzen.
Um unspezifische Bindung der DNA-Sonde an die Chromosomen zu vermeiden, wurde daher
die Sonden-DNA mit einem Überschuß an Kompetitor-DNA gemischt, denaturiert und vor der
eigentlichen Hybridisierung mit dem Chromosomenpräparat unter geeigneten Bedingungen in-
kubiert. Dabei hybridisieren die DNA-Einzelstränge mit repetitivem Sequenzanteil der Sonde
mit den komplementären Einzelsträngen der Kompetitor-DNA zu einem DNA-Doppelstrang
und können somit nicht mehr an die Chromosomen des Präparates binden. Als Kompetitor wur-
de eine Mischung aus humaner Cot1-DNA (repetitive menschliche DNA) und Lachssperma-
DNA (ssDNA) verwendet. Der Überschuß an ssDNA im Hybridisierungsansatz sollte die un-
spezifische Bindung von Proteinen des Chromosomenpräparates an die Sonden-DNA verhin-
dern. DNA-Sonden, die keine repetitiven Sequenzanteile enthalten, müssen nicht mit Cot1-
DNA vorhybridisiert werden.
Zu der gelösten Sonden-DNA wurden folgende Mengen Kompetitor-DNA gegeben:
ssDNA = 10 mg/ml; Cot1-DNA = 1mg/ml
Anschließend wurde die DNA mit NaCl und EtOH gefällt:
Gesamtvolumen 50 µl 75 µl
Sonde 25 µl 50 µl
ssDNA 5 µl 5 µl
Cot1-DNA 20 µl 20 µl
bei 50 µl bei 75 µl
5M NaCl 2,5 µl 4 µl
Ethanol abs. (4 °C) 125 µl 188 µl77
2 Material und MethodenNach der Zugabe von Natriumchlorid und Ethanol wurde der Ansatz gemischt und 30 min
auf Eis stehen gelassen. Danach wurde die DNA 10 min bei max. Drehzahl in der Eppendorf-
tischzentrifuge abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Sediment wurde mit 500 µl
70% EtOH gewaschen und getrocknet. Das Sediment wurde in 12,5 µl deionisiertem Formamid
aufgenommen und mindestens 30 min bei RT gelöst. Danach erst wurde Wasser, 20x SSC und
Dextransulfat zugegeben.
Alle Komponenten wurden gut gemischt und kurz zentrifugiert, um alle Flüssigkeit zusammen-
zuführen. Das Gemisch wurde anschließend zum vollständigen Lösen der DNA 30 min auf 50
°C temperiert. Unmittelbar vor der Hybridisierung wurde die Probe 15min bei 75 °C denaturiert
und zum Abblocken der repetitiven Sequenzen 30 min bei 37 °C inkubiert.
2.2.15.4 Vorbereitung der Chromosomenpräparate
Das Chromosomenpräparat muß für die FISH speziell vorbereitet werden. Die wichtigsten
Schritte dieser Behandlung sind das Entfernen von RNA und Proteinen, das Nachfixieren des
Präparates und die Denaturierung der DNA-Doppelstränge der Chromosomen.
Dazu wurden geeignete Präparate ausgewählt und 5 min in 2x SSC bei RT equilibriert. Zum
Entfernen der RNA wurde 100 µl einer RNase-Lösung (100 µg/ml RNaseA in 2x SSC) auf den
Objektträger gegeben und mit einem 24x60 mm großem Deckgläschen abgedeckt. Zur Inkuba-
tion wurde das Präparat in einenMetallkasten, in dem sich ein angefeuchtetes Papiertuch befand
(feuchte Kammer) gelegt und 1 h in bei 37 °C in den Wärmeschrank gestellt. Nach der RNase-
Behandlung wurde das Deckgläschen vorsichtig vom Objektträger abgeschüttelt und dieser 3
mal 5 min bei RT in 2x SSC gewaschen. Zum Entfernen der Proteine wurden die Chromoso-
menpräparate genau 3 min in 50 ml einer frischen Lösung Pepsin/HCl (50 ng/ml in 0,01 N HCl)
bei 37 °C inkubiert. Die Objektträger wurden anschließend bei 37 °C zweimal 5 min lang in 1x
PBS und einmal 5 min in 1x PBS mit 50 mM MgCl2 gewaschen. Zum Fixieren des Präparates
wurden die Objektträger bei 37 °C 10 min in 1% Formaldehyd in 1x PBS mit 50 mM MgCl2
Gesamtvolumen 25 µl
Formamid deionisiert 12,5 µl
H2O MilliQ 5 µl
20x SSC 2,5 µl
Dextransulfat 50% 5 µl78
2 Material und Methodengestellt und anschließend 5min in 1x PBS gewaschen. Danach wurde zumDehydrieren des Prä-
parates der Objektträger jeweils 3min in eine eiskalte aufsteigende Ethanolreihe (70%, 90%,
99%) gegeben und an der Luft getrocknet. Zum Denaturieren der DNA wurde das Präparat 75
s bei 70 °C mit 70% Formamid in 2x SSC gestellt, anschließend in einer aufsteigenden Ethanol-
reihe (70%, 90%, 99%) wie oben beschrieben dehydriert und an der Luft getrocknet.
2.2.15.5 Hybridisierung
Die markierte Sonde wurde vorsichtig auf den Objektträger pipettiert und ein 24x32 mm großes
Deckgläschen blasenfrei aufgelegt, daß mit Fixogum am Rand abgedichtet wurde. Der so vor-
bereitete Objektträger wurde in einen Edelstahlkasten (trockene Kammer) gelegt und bei 37 °C
über Nacht inkubiert. ZumWaschen wurde das Fixogummit einer Pipette entfernt, und die Ob-
jektträger wurden 15 min mit 2x SSC bei RT unter ständiger Bewegung gewaschen. Das Deck-
gläschen wurde dabei durch das SSC abgeschwemmt und anschließend aus der Küvette
genommen. Um ungebundene DNA-Sonde zu entfernen, wurde das Präparat 3 mal 5 min bei 45
°C mit 50% Formamid in 1x SSC und 3 mal 5 min bei 60 °C mit 0,1x SSC unter gelegentlichem
Schütteln gespült.
2.2.15.6 Nachweis der biotinylierten DNA-Sonde
Nach dem Abspülen der ungebundenen DNA-Sonde wurde der Objektträger bei 45 °C kurz in
4x SSC/0,1% Tween 20 eingetaucht. Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurde auf
den Objektträger 100 µl einer 3%igen BSA-Lösung in 4x SSC/0,1% Tween 20 gegeben und mit
einem 24x60 mm großem Deckgläschen abgedeckt. Danach wurde der Objektträger in eine
feuchte Kammer gelegt und bei 37 °C im Wärmeschrank 30 min inkubiert. Im Anschluß an die
Inkubation wurde das Deckgläschen vom Objektträger geschüttelt und dieser 5 min bei 45 °C
in 4x SSC/0,1% Tween 20 gewaschen.
Als nächstes wurde der an Avidin gekoppelte Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein (Avidin
DCS) auf den Objektträger gegeben. Da dieser Farbstoff unter Lichteinwirkung relativ rasch
zerfällt, wurden die folgenden Schritte der in-situ-Hybridisierung in einem abgedunkeltem
Raum durchgeführt. Die Farbstoffstammlösung wurde vor Benutzung 2 min bei 14000 Upm in
einer Eppendorftischzentrifuge abzentrifugiert, um mögliche ausgefallene Anteile des Farb-
stoffs von den gelösten Anteilen abzutrennen. Anschließend wurde in 200 µl 4x SSC/0,1%
Tween 20/1% BSA 1 µl Fluorescein Avidin DCS (2 mg/ml)-Stammlösung pipettiert (=10 µg/79
2 Material und Methodenml) und kurz gemischt. Von dieser Lösung wurden 25 µl vorsichtig auf den Objektträger pipet-
tiert und mit einem 24x32 mm großen Deckgläschen blasenfrei abgedeckt. Danach wurden die
Objektträger in die feuchte Kammer gelegt und zur Inkubation 30 min in den 37 °C Wärme-
schrank gegeben. Nach der Inkubation wurde das Deckgläschen abgeschüttelt und das Präparat
3 mal 5 min unter gelegentlichem Schütteln bei 45 °C in 4x SSC/0,1% Tween 20 gewaschen.
Um die Fluoreszenz des Präparates zu verstärken wurde ein biotinmarkierter Antikörper gegen
Avidin (2-Avidin; 2,5 µg/ml), der mit dem gleichen avidingekoppelten Fluoreszenzfarbstoff
nachgewiesen werden kann, eingesetzt. 1 µl des Antikörpers wurden in 200 µl 4x SSC/0,1%
Tween 20/1% BSA gelöst. Anschließend wurden 25 µl dieses verdünnten Antikörpers auf den
Objektträger gegeben, mit einem Deckgläschen versehen und 30 min bei 37 °C in der feuchten
Kammer inkubiert. Nach Entfernen des Deckgläschens wurde 3 mal 5 min bei 45 °C mit
4x SSC/0,1% Tween 20 gewaschen. Anschließend wurden wieder 25 µl des Fluoreszenz-Farb-
stoffes Avidin DCS (10 µg/ml) in 4x SSC/0,1% Tween 20/1% BSA auf den Objektträger gege-
ben, mit einem Deckgläschen abgedeckt und in der feuchten Kammer 30 min bei 37 °C in-
kubiert. Nach dem Abschütteln des Deckgläschens wurden die Objektträger 3 mal 5 min bei 45
°C in 4x SSC/ 0,1% Tween 20 gewaschen.
2.2.15.7 Gegenfärbung
Zum Gegenfärben der Chromosomen wurde der Fluoreszenz-Farbstoff DAPI (4,6-Diamino-2-
phenylindol; 200 µg/ml), der präferentiell an AT-reiche DNA-Sequenzen bindet, verwendet. Es
wurden 15 µl des DAPI-Reagenz mit 50 ml 4x SSC/0,1% Tween 20 gemischt und der Objekt-
träger wurde für 3 min bei RT in das Gemisch eingetaucht. Danach wurde der Ojektträger gut
mit H2O gespült und im abgedunkeltem Raum getrocknet. Zum Eindecken des Präparats wur-
den 3 Tropfen des Eindeckmittels DABCO aufgetropft und ein 24x60 mm großes Deckglas auf-
gelegt. Nach einer Trockenzeit von mindestens 1 h bei 4 °C konnte das Präparat im
Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden.
2.2.15.8 Fluoreszenzmikroskopie und Auswertung
Die Präparate wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axioplan, Zeiss) ausgewertet. DasMi-
kroskop ist mit einer Epifluoreszenzeinrichtung und einer gekühlten CCD-Kamera ausgestattet.
Zur Auswertung der Präparate wurden die Filter für FITC (Fluorescein-isothyocyanat) [Anre-
gung 490 nm; Emission 525 nm] und DAPI [Anregung 360 nm; Emission 490-500 nm] verwen-80
2 Material und Methodendet. Bei beiden Wellenlängen wurde von der Kamera ein Bild an einen Computer (MacIntosh
Power PC) übertragen und direkt nach der Aufnahme automatisch durch das Programm Smart
Capture elektronisch übereinander gelegt. Dabei wird die FITC-Färbung in den Bildern grün
und die DAPI-Gegenfärbung blau dargestellt. Die Aufnahmeparameter sowie das Filterrad des
Mikroskops wurden durch die Software gesteuert.81
3 Ergebnisse3 Ergebnisse
3. 1 STS-Gehalt-Kartierung der Zentromerregion von Chro-
mosom 7
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die physikalische Kartierung der Zentromerregion von
Chromosom 7, der Region also, an der bei der Zellteilung die Spindelfasern ansetzen. Zu diesem
Zweck wurden genomische Klone aus verschiedenen Genbanken herangezogen, die zuvor auf
7cen, oder die nähere Umgebung lokalisiert worden waren (Kunz et al., 1994; Chumakov et al.,
1995; Hudson et al., 1995; Korenberg, pers. Mitteilungen). Die Klone sollten mit Hilfe der STS-
Gehalt-Kartierung (Abschnitt 1.7.1) in Gruppen überlappender Klone (contigs) eingeteilt und
wenn möglich so aneinander gereiht werden, daß sie eine möglichst große genomische Region
repräsentieren.
Als Mittelpunkt der Karte dienten 13 YAC-Klone aus der Chromosom 7 spezifischen Bi-
bliothek, die Anteile der beiden α-Satelliten D7Z1 und D7Z2 enthielten (Kunz et al., 1994). Zur
Identifizierung der α-Satellitenanteile in den Klonen standen die beiden DNA-Sonden pα7d1
und pMGB7 (Waye et al. 1987) zur Verfügung. Genomische DNA (3 µg) der YAC-Klone (Ta-
belle 19) wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI (A) und HindIII (B) gespalten. Die DNA-
Fragmente wurden danach auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt und auf einer Nylonmembran
immobilisiert. Zur Detektion von D7Z1-Anteilen in den YAC-Klonen wurde die Sonde pα7d1
auf den Filter mit der EcoRI gespaltenen DNA hybridisiert (Abbildung 11A). Dabei hybridisier-
te die Sonde in 8 Spuren mit gespaltener YAC-DNA und in allen 4 Kontrollspuren mit Frag-
menten der Größe 340 bp, 680 bp, oder 1020 bp. Bei den 3 Fragmenten handelt es sich um
Vielfache einer für α-Satelliten typischen 171 bp großen DNA-Sequenz (Waye et al. 1987). Die
Sonde pMGB7, die ein 2,7 kb großes, HindIII kloniertes DNA-Fragment aus dem Bereich
D7Z2 enthält, hybridisiert in 5 Spuren mit YAC-DNA und in den Kontrollen RR14 und
GM3104 mit einem ebenfalls 2,7 kb großen DNA-Fragment (Abbildung 11B). In Tabelle 19 ist
das Ergebnis der Hybridisierungen zusammengefaßt.
Zusätzlich zu diesen Hybridisierungsexperimenten wurden alle im Material und Methoden-
Teil aufgeführten YAC- und BAC-Klone mit zentromernahen STS-Markern durchmustert. Die
durch PCR analysierbaren STS-Marker wurden zuvor durch die Verwendung von Mensch-Na-
ger Zellhybriden, die Brüche im Zentromer, oder auf dem kurzen Arm in der Nähe des Zentro-
mers aufweisen, auf subchromosomale Abschnitte des menschlichen Chromosom 782
3 Ergebnissevorlokalisiert. Nachdem nur wenige YAC-Klone aus der Chromosom 7 spezifischen YAC-Bi-
bliothek den verwendeten STS-Markern zugeordnet werden konnten, wurden weitere YAC-
Klone aus der CEPH-YAC-Bibliothek und einige BAC-Klone (Prof. Dr. J. R. Korenberg, pers.
Mitteilung) mit den gleichen STS-Markern analysiert. Zur Durchführung der PCR-Analysen
wurden einzelne DNAs der YAC-Klone gemischt. Positive Ergebnisse wurden durch Einzel-
analysen der Klone bestätigt. In Tabelle 20 sind die Resultate aller PCR-Analysen, bei denen
ein STS nachgewiesen werden konnte, aufgeführt.
Abbildung 11: Southernblotanalyse artifizieller Hefechromosomen (YACs) auf α-Satelliten
Es wurde DNA von 17 YACs aus der Chromosom 7 spezifischen Bibliothek (Scherer et al., 1992) mit den
Restriktionsendonukleasen EcoR I (A) und Hind III (B) geschnitten. In den Spuren 19-21 ist geschnittene geno-
mische DNA der Zellinien Ru Rag 6-20-12 (19), Ru Rag 14-4-7-44 (20) und GM 3104 (21; +Kontrolle) aufgetra-
gen.
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3 ErgebnisseTabelle 19: Klone mit D7Z1- und D7Z2-Anteilen
Die in der Abbildung 11 angegebenen Nummern entsprechen den in der Tabelle aufgeführten Klonen.
n.d.= nicht durchgeführt (auf dem Nylonfilter befand sich keine gespaltene DNA dieses Klones). Spuren Nr. 18-
21 enthalten Kontroll-DNA verschiedener Zellinien. I und II repräsentieren das Hybridisierungsergebnis zweier
BAC-Klone, die nicht auf dem Filter in Abbildung 11 enthalten sind.
Nr. DNA Locus Nr. DNA Locus Nr. DNA Locus
1 HSCE 73 D7Z1 8 HSCE 1075 D7Z1 15 HSCE 1091
2 HSCE 187 D7Z2 9 HSCE 1077 16 HSCE 1092 D7Z2
3 HSCE 1065 D7Z1 10 HSCE 1078 17 HSCE 527 n.d.
4 HSCE 1066 D7Z1 11 HSCE 1080 D7Z1 18 5387 3cl 10 D7Z1 n.d.
5 HSCE 1067 D7Z1 12 HSCE 1083 D7Z2 19 RR 6-20-12 D7Z1
6 HSCE 1070 D7Z1 13 HSCE 1088 D7Z2 20 RR 14-4-7-44 D7Z1 D7Z2
7 HSCE 1073 D7Z1 14 HSCE 1090 D7Z2 21 GM 3104 D7Z1 D7Z2





































A/16BTabelle 20: PCR-Ergebnisse mit locusspezifischen Primerpaaren



















































































3 ErgebnisseIn Abbildung 12 sind die Ergebnisse der durchgeführten Untersuchungen graphisch dargestellt.
Unter Verwendung somatischer Zellhybriden mit unterschiedlichen Fragmenten des humanen
Chromosom 7 wurden die in der Mitte der Abbildung aufgeführten STS-Marker in drei Grup-
pen eingeteilt. In der ersten Gruppe liegt der Marker D7S499. Er konnte auf dem Chromoso-
menfragment des Hybriden 4IRB Rag 18-17 noch nachgewiesen werden, nicht aber auf den
Fragmenten der Zellinien Rag GN6 und RR6. Unter den verwendeten Markern liegt er daher
am weitesten Richtung 7pter.
Die zweite Gruppe enthält die Marker D7S494, D7S473, 5-16D/5-16H, sowie den α-Satel-
liten D7Z2. Sie wird durch die Bruchpunkte der Chromosomenfragmente der Hybriden
RagGN6 und RR6 bzw. RR14 eingegrenzt.
In die letzte Gruppe fielen die Marker D7S520 bis D7S2503, die auf dem Fragment der Zel-
linie RR6, nicht aber auf dem des Hybriden RR14 nachgewiesen werden konnten. Somit liegen
diese Marker auf dem langen Arm des Chromosoms 7. Anteile des α-Satelliten D7Z1, aber kei-
ner der verwendeten STS-Marker, konnten auf den Chromosomenfragmenten der beiden soma-
tischen Zellhybriden RR14 und RR6 nachgewiesen werden. Da beide Fragmente aus den Zellen
des gleichen, phänotypisch unauffälligen Mannes stammen, scheint eines der beiden Chromo-
somen 7 dieses Mannes in D7Z1 gebrochen zu sein (Abschnitt 2.1.8.2).
Bei der STS-Gehalt-Kartierung, konnten die verwendeten Klone in 7 contigs eingeteilt wer-
den (rechte Seite). Die größte Gruppe enthält 4 und die beiden kleinsten nur einen STS-Marker.
Der Klon 884-E-9 konnte bei der vorgenommenen Gruppeneinteilung nicht eindeutig zugewie-
sen werden, da auf ihm die beiden STS-Marker D7S2512 und D7S2549 nicht nachgewiesen
werden konnten, jedoch die beiden flankierenden Marker D7S520 und D7S2793. Der YAC-
Klon 946-H-8, der die Marker D7S494, D7S473 und D7S2429 trägt, wurde nicht mit in die Ab-
bildung aufgenommen, da die zwischen diesen Markern liegenden Sequenzabschnitte nicht
nachgewiesen werden konnten. Ein Anschluß der beiden α-Satelliten D7Z1 und D7Z2 an be-
kannte STS-Marker konnte durch die STS-Gehalt-Kartierung leider nicht erreicht werden.
Ebenso wurde kein YAC identifiziert, der den Bereich zwischen den beiden α-Satellitenregio-




bridzellen dargestellt. Die dünnen Linien
er (z.B.: D7S499 ist auf den ersten vier,




















*nicht auf D7Z2 getestet87 Abbildung 12: STS-Kartierung der Zentromerregion von Chromosom 7
Auf der linken Seite der Abbildung ist die cytogenetische Charakterisierung der Chromosomenfragmente in den Maus-Mensch-Hy
stellen einen Zusammenhang der Chromosomenfragmente mit den in der Mitte der Abbildung aufgeführten STS-Markern (Loci) h
nicht aber auf den letzten beiden Chromosomenfragmenten gelegen). Die schwarzen Balken auf der rechten Seite der Abbildung ste
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3 Ergebnisse3. 2 Lokalisation des hsp27-Gens auf Chromosom 7q11
Bei der Erstellung des Klon-contigs (Kap. 3. 1) wurde auch DNA des BAC-Klons 7c23 verwen-
det, der zuvor auf die Zentromerregion von Chromosom 7 lokalisiert worden war (Prof. Dr. Dr.
Korenberg, pers. Mitteilung). Da durch die Verwendung dieses Klons und der beschriebenen
PCR-Primer keine bestehenden Lücken in dem STS-contig geschlossen werden konnten, wur-
den die Enden des BACs ansequenziert, um neue STSs zu generieren. Bei einer Datenbankre-
cherche mit dem Programm FASTA konnte für das eine BAC-Ende (sp6) eine 97.1%
Übereinstimmung über 481 bp mit dem humanen Hitzeschock-Protein 27 (HSP27, HSPB1) ge-
funden werden (Anhang 8. 1.)
3.2.1 Lokalisation durch PCR-Analyse auf Chromosom 7q
Zur genaueren Lokalisation des HSP27-Gens wurden mehrere PCR-Primerpaare in die geno-
mische Sequenz des Gens (Hickey et al., 1986a; GenBank Accession No.: L39370, X03900) ge-
legt und unter Verwendung genomischer DNA verschiedener somatischer Zellhybriden PCRs
durchgeführt.
Zur Lokalisation des Gens wurde DNAmonochromosomaler Zellhybriden (NIGMS human/
rodent somatic cell hybrid mapping panel #2 [Drawinga et al., 1993]) verwendet (Abschnitt
2.1.8.3). Das Primerpaar 7c23-sp6 liegt 3‘ der kodierenden Sequenz von HSP27 und amplifi-
ziert ein 338 bp großes Produkt. Hingegen amplifiziert das Primerpaar hsp02 eine 119 bp große
Sequenz des Übergangs Exon1-Intron1. Beide Primerpaare ergaben nur mit DNA der Zellinie
NA10791 (Chr. 7), der Menschkontrolle und mit DNA des BACs 7c23 ein spezifisches PCR-
Produkt der Größen 338 bp bzw. 119 bp (Abbildung 13). Da beide Primerpaare in der genomi-
schen Sequenz des Gens liegen, muß die publizierte Sequenz des Gens sich auf Chromosom 7
befinden.
Um die Lokalisation des Gens noch enger eingrenzen zu können, wurden mit den gleichen
Primerpaaren und DNA verschiedener Zellhybriden mit Anteilen von Chromosom 7 PCR-Ana-
lysen durchgeführt (Abbildung 14). Beide Primerpaare ergaben zusammen mit DNA der Zelli-
nien GM3104, 5387 3cl 10, 4IRB18-17 Rag GN6 und Ru Rag 6-20-12 spezifische PCR-
Produkte der Größe 338 bp bzw. 119 bp. Mit DNA der Zellinie Ru Rag 14-4-7-44 und der
Mauskontrolle ergab sich hingegen kein Produkt. In der Zellinie Ru Rag 14-4-7-44 ist der kurze
und in Ru Rag 6-20-12 der lange Arm des humanen Chromosom 7 als Chromosomenfragment
enthalten. Daher müssen beide Primerpaare auf dem langen Arm von Chromosom 7 liegen.88
3 ErgebnisseMit zwei weiteren Primerpaaren hsp01 und STSG-10191, die in der cDNA Sequenz von
HSP27 liegen, konnte mit DNA des BAC-Klons 7c23 ein PCR-Amplifikat erzeugt werden (Ab-
bildung 15). Das Primerpaar STSG-10191 konnte ebenfalls durch die Zellhybriden auf 7q loka-
lisiert werden (Daten nicht gezeigt).
Um die Lokalisation des Genes auf 7q noch genauer zu bestimmen, wurde der GeneBridge4
Bestrahlungs-Hybriden Mapping Panel verwendet (Abschnitt 2.1.8.4). Bestrahlungs-Hybriden
enthalten Fragmente von menschlichen Chromosomen die durch eine letale Bestrahlung der hu-
manen Donorzellinie mit Röntgenstrahlen erzeugt werden. Durch die Bestrahlung sollten die
Chromosomen an zufälliger Stelle brechen. Die Wahrscheinlichkeit, daß zwei Sequenzen,
durch solch ein Chromosomenbruch voneinander getrennt werden, ist also abhängig von ihrem
physikalischem Abstand auf den Chromosomen. Je enger zwei DNA-Sequenzen auf einem
Chromosom benachbart sind, um so geringer ist die Wahrscheinlichkeit, daß sie durch eine zu-
fällige Bruchstelle getrennt werden. Die Entfernungsangabe zweier Marker ist also wie bei der
genetischen Kartierung eine statistische Größe. Die Bruchhäufigkeit wird durch den Wert θ de-
finiert. Er reicht von 0 (beide Marker werden nie getrennt) bis 1,0 beide Marker werden immer
getrennt. Die Kartierungsfunktion D = -ln(1-θ) wird in centiRays (cR) gemessen und ist abhän-
gig von der Strahlendosis. So bedeutet beispielsweise die Entfernung 1 cR3000 zwischen zwei
Markern, daß es bei einer Röntgenstrahlendosis von 3000 rad mit einer Häufigkeit von einem
Prozent zu einem Bruch zwischen diesen Markern kommt (Cox et al., 1990; Stachan und Read,
1996).
Als Marker wurde das Primerpaar 7c23-sp6 verwendet und mit DNA des Hybridpanels eine
PCR-Analyse durchgeführt. Bei der Auswertung der Ergebnisse (Gel nicht gezeigt) mit dem
Programm “rhmapper” (Abschnitt 2.1.8.4) ergab sich für den verwendeten Marker ein Abstand
von 11,77 cR3000 zu dem bekannten Locus D7S489. Der Locus D7S669 liegt bei etwa gleichem
Abstand telomerwärts des verwendeten PCR-Markers.89
3 ErgebnisseAbbildung 13: PCR mit DNA monochromosomaler Zellhybriden
PCR mit den Primerpaaren 7c23-sp6 (A) und hsp02 (B) und DNA monochromosomaler Zellhybriden. Als Kon-
trollen wurde DNA von Mensch (H), Maus (M), Hamster (Ha) und DNA des BAC-Klones 7c23 eingesetzt.
A
B












3 ErgebnisseAbbildung 14: PCR mit DNA aus Zellhybriden
PCR mit den Primerpaaren 7c23-sp6 (A) und hsp02 (B) und DNA von Zellhybriden mit Chromosom 7 Anteilen.
Abbildung 15: PCR mit DNA verschiedener BACs
PCR mit den Primerpaaren hsp01 und STSG-10191 und DNA unterschiedliche BACs. Beide Primerpaare liegen
in der genomischen Sequenz von HSP27. Die beiden Primerpaare ergeben zusammen mit den DNAs der BACs
ein PCR-Produkt der Größe 190 bp bzw. 162 bp. Dieses Ergebnis zeigt, daß auch diese weiteren Primerpaare auf



























































3 Ergebnisse3.2.2 Lokalisation durch FISH
Für die Lokalisation des HSP27-Genes wurde der BAC-Klon 7c23 als Sonde verwendet. Es
stand ein Chromosomenpräparat mit einem normalen Chromosomensatz einer Frau (46, XX)
für die FISH-Analyse zur Verfügung.
Abbildung 16 zeigt die Hybridisierung des BACs 7c23. Es ist eindeutig ein Signal auf dem
langen Arm von Chromosom 7 unterhalb des Zentromers in der Region 7q11.1-11.2 zu erken-
nen.
Abbildung 16: Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung mit dem BAC 7c23
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit dem BAC 7c23 als biotinylierte Sonde auf Metaphasechromosomen einer
Frau (46, XX). Zur Detektion wurde der Fluoreszenzfarbstoff FITC (grün) verwendet. Die Chromosomen wurden
mit DAPI (blau) gegengefärbt.
Die Pfeile weisen auf das Chromosom 7 und die Ausschnittvergrößerung zeigt ein Chromosom 7 einer anderen
Metaphase der gleichen Frau (Das Zentromer ist durch die beiden weißen Striche angedeutet). Beide Abbildun-
gen zeigen ein Fluoreszenz-Signal in der Region 7q11.1-11.2.92
3 Ergebnisse3. 3 Verkürzung eines humanen Chromosoms 7 durch Tel-
omer-verursachte Chromosomenfragmentierung in der
Maus-Mensch Hybridzellinie Ru Rag 14-4-7-44-7
Klonierte menschliche Telomer-DNA kann in unterschiedlichen Zellinien, wie etwa in embryo-
nalen Stammzellen (ES) der Maus, den humanen Zellinien HeLa und HT1080 oder auch der
Mensch-Hamster Hybridzellinie 2D (Wg3H als Ausgangszellinie), Säugetierchromosomen ef-
fizient brechen. Dabei wird durch die klonierte DNA ein neues Telomer in das Chromosom ein-
gebracht und durch einen zelleigenen Enzymkomplex (Telomerase) repariert (Farr et al., 1991;
Barnett et al., 1993; Hanish et al., 1994). Mit einer Telomer-verursachten Chromosomenfrag-
mentierung gelang es, die beiden menschlichen geschlechtsdeterminierenden Chromosomen X
und Y im Zentromer zu brechen und somit Chromosomen zu erzeugen, die nur aus einem der
beiden Chromosomenarme bestehen (Bayne et al., 1994; Brown et al., 1994). Ausgehend von
diesen Experimenten wurde ein Versuch entworfen, bei dem in der Mensch-Maus Hybridzelli-
nie Ru Rag 14-4-7-44-7 das enthaltene menschliche Chromosom 7 durch ein Telomerrepeat
verkürzt werden sollte, um ein menschliches Minichromosom zu erzeugen, welches neben den
Telomeren überwiegend nur Sequenzen des Zentromers von Chromosom 7 enthalten sollte.
Dazu wurde ein Vektor konstruiert, mit dem es möglich sein sollte, den Telomerrepeat durch
homologe Rekombination in das Zentromer von Chromosom 7 zu integrieren, um dadurch das
Chromosom zu brechen.
3.3.1 Strategie zur Verkürzung des menschlichen Chromosoms 7
In Abbildung 17 ist schematisch dargestellt, wie durch Einbringen eines Telomerrepeats der
kurze Arm des Chromosoms 7 in der Zellinie RR14 verkürzt werden sollte. Ziel war es, das
Chromosom im α-Satelliten D7Z2 zu brechen, um ein Minichromosom zu erhalten, das haupt-
sächlich aus Sequenzen des Zentromers von Chromosom 7 besteht.93
3 ErgebnisseAbbildung 17: Strategie zur Verkürzung des Derivativchromosoms 7p
Zur Verkürzung des Derivativchromosom 7 der Zellinie RR14 wurde ein Vektor transfiziert, der einen Teil eines
menschlichen Telomerrepeats trägt. Um ein möglichst kleines Chromosom zu erhalten, wurde in den Vektor eine
Sequenz aus dem Zentromer von Chromosom 7 (Region D7Z2) einkloniert.
Durch den Einbau des Plasmids in das Zentromer und anschließende Fragmentierung des Chromosoms kann ein
Minichromosom entstehen, das hauptsächlich aus Sequenzen des Zentromers von Chromosom 7 besteht.
Es wurden dazu ein Vektor konstruiert, mit dem der Telomerrepeat durch homologe Rekom-
bination ins Zentromer von Chromosom 7 eingefügt werden sollte. Zur Herstellung dieses Vek-
tors wurde das Plasmid pPNT (Tybulewicz et al., 1991) verwendet. Es ist zur Erzeugung von
“knock out”-Mutanten bei Mäusen konstruiert worden und enthält das neo-Gen als positiven
und das hsvtk-Gen als negativen Selektionsmarker (Abbildung 23). Beide Gene besitzen den
Promotor und die Polyadenylierungssequenz des Phosphoglyceratkinase-1-Genes (pgk-1) der
Maus. Zwischen den beiden Genen stehen vier Restriktionsschnittstellen (XbaI, BamHI, KpnI
und EcoRI) zum Einfügen von genomischen Sequenzen zur Verfügung. Die beiden Restrikti-
onsendonukleasen XhoI und NotI schneiden den Vektor 3‘ von neo. Da NotI-Schnittstellen in
den meisten DNA-Sequenzen relativ selten vorkommen, eignet sich das Enzym in der Regel gut
zum Linearisieren des fertigen “knock out”-Konstruktes.
Zur Konstruktion der Chromosomen-Fragmentierungsvektoren wurden in zwei Schritten
Sequenzen in den Vektor pPNT eingeführt (Abbildung 18). Zuerst wurden 3‘ vom neo-Gen der
Telomerrepeat zusammen mit Sequenzen aus S. cerevisiae eingefügt, die es ermöglichen sollen,
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3 ErgebnisseIn einem zweiten Schritt wurde der Bereich des Vektors, der zur genomischen Sequenz ho-
molog ist, zwischen neo- und hsvtk-Gen eingebracht. Da bei dem durchgeführten Versuch ein
Telomerrepeats in das Zentromer von Chromosom 7 integriert und kein Gen ausgeschaltet wer-
den sollte, mußten im Gegensatz zur Herstellung von “knock out”-Mutanten, keine kodierenden
Abschnitte verwendet werden. Für die Anlagerung des Vektors an die genomische DNA wurde
ein Fragment aus dem α-Satellit D7Z2 ausgewählt, da dieser sich direkt im Zentromer von
Chromosom 7 befindet und weniger als 1 Mb von D7Z1 entfernt liegt, in dem das Chromosom
schon einmal gebrochen war (Wevrick und Willard, 1991). Bei Integration des Telomerrepeats
und Bruch des Chromosoms an dieser Stelle würde ein möglichst kleines Chromosom entstehen
(Abbildung 17).
3.3.2 Konstruktion des Chromosomen-Fragmentierungsvektors
Da zum Einfügen der Fragmente in den Vektor pPNT nur eine begrenzte Zahl von Restriktions-
schnittstellen zur Verfügung stand, war es notwendig, die beiden Inserts zuvor in anderen Vek-
toren zusammenzustellen und für die Insertion vorzubereiten. Im folgenden Abschnitten (Kap.
3.3.2.1-3.3.2.6) ist jeder Konstruktionsschritt separat dargestellt (Abbildung 18).95
3 ErgebnisseAbbildung 18: Klonierungsstrategie
Übersicht über die einzelnen Konstruktionsschritte mit Querverweisen auf die jeweiligen Kapitel
3.3.2.1 Umklonieren des Telomerrepeats (0.8TelpGEM7)
Das Plasmid pSXneo0.8T2AG3, welches den benötigten 800 bp langen Telomerrepeat enthält
(Hanish et al., 1994), weist in der multiplen Klonierungsstelle (MCS) Schnittstellen für die Re-
striktionsenzyme EcoRI undKpnI auf. Für einen späteren Konstruktionsschritt ist es notwendig,
daß EcoRI und KpnI als nur einmal vorkommende Schnittstellen an anderer Stelle zur Verfü-
gung stehen. Deshalb wurden die Schnittstellen in der MCS von pSXneo0.8T2AG3 eliminiert.
Nach persönlicher Mitteilung von Prof. Dr. Titia de Lange (New York) enthält das Plasmid
mehrere EcoRI-Schnittstellen. Um zu verhindern, daß beim Aufschneiden des Plasmids mit














Zusammenfügen von Telomerrepeat und S.cerevisiae-Sequenzen (Siehe 3.3.2.3)
Einbringen des Telomerrepeates in pPNT (Siehe 3.3.2.4)








3 ErgebnisseXbaI ausgeschnitten und in den Vektor pGEM-7, der keine weitere EcoRI-Schnittstelle enthält,
umkloniert.
Im nächsten Schritt wurde der neu entstandene Vektor 0.8T2AG3-pGEM7 mit EcoRI und
KpnI geschnitten und anschließend ein Linker (LinkerA) einligiert. Die Sequenz des Linkers ist
so gewählt, daß seine überhängenden Enden mit den Schnittstellen von EcoRI bzw. KpnI kom-
patibel sind, aber die Palindrome der Erkennungssequenz im resultierenden Vektor
0.8TelpGEM7 zerstört werden (Abbildung 19).97
3 ErgebnisseAbbildung 19: Umklonierung des Telomerrepeats aus pSXneo0.8T2AG3
Ziel der hier dargestellten Klonierungsschritte war es, die beiden Restriktionschnittstellen EcoRI und KpnI, die
sich neben der Repeatsequenz befinden, zu eliminieren. Die Sequenz unter den oberen beiden Plasmiden ent-
spricht der Multiplen Klonierungsstelle des Plasmids pSXneo0.8T2AG3. Über der Sequenz sind die Schnittstellen
für Restriktionsenzyme angegeben. Enzyme, die nur einmal im Plasmid schneiden, sind kursiv dargestellt. Die
Enzyme, die für die einzelnen Konstruktionsschritte verwendet wurden, sind fett gedruckt.
AGATCTATCGATGCGGCCGCAATCCG   AA(CCCTAA)   CCC135
--GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGAG  CAGTGTGGTTT
BglII ClaI NotI
















































































































3 Ergebnisse3.3.2.2 Klonierung zweier Fragmente aus pYAC4 (ARS/CEN/URA)
Aus dem Vektor pYAC4 (Burke et al., 1987) wurden zwei Fragmente, die die unten näher be-
schriebenen Sequenzelemente enthalten, ausgeschnitten (Abbildung 20) und in einem zweiten
Konstruktionsschritt zusammengefügt (Abbildung 21). Das Hefezentromer CEN4 und die au-
tonome Replikationssequenz ARS1 lagen zusammen auf einem 2,8 kb großem EcoRI-XbaI-
Fragment. Beide Elemente sind zur Replikation eines großen linearen DNA-Moleküls in Hefe
notwendig. Das Fragment wurde mit den beiden Restriktionsenzymen aus dem Vektor pYAC4
ausgeschnitten und in den Vektor pBlueScriptIIKS(+) eingefügt (ARS/CEN).
Zusätzlich wurde aus dem Vektor pYAC4 ein 1,6 kb PstI-XhoI-Fragment, auf dem dasUra-
Gen liegt, in den Vektor pBlueScriptIIKS(+) umkloniert. Das URA3-Gen kodiert für die Oroti-
din-5´-Phosphat-Decarboxylase, das für die Uracilbiosynthese notwendig ist. Hefezellen, die
eine URA3-Mutation haben, wachsen nur in uracilhaltigem Medium. Transfiziert man ein
URA3-Plasmid in einen solchen Hefestamm, wachsen die Zellen, die das Plasmid aufgenom-
men haben, auch in Medium ohne Uracil. Zusätzlich zu dieser positiven Selektion ist auch eine
negative Selektion mit dem URA3-Gen möglich. Die Orotidin-5´-Phosphat-Decarboxylase
wandelt 5-Fluoro-Orotinsäure (5-FOA) in das giftige 5-Fluorouracil um. URA3-Zellen werden
dadurch amWachstum gehindert. Zellen, die eine URA3-Mutation aufweisen, sind hingegen 5-
FOA resistent.
Beim Herausschneiden des PstI-XhoI-Fragmentes entstehen mehrere Restriktionsfragmente
ähnlicher Größe. Zur Identifizierung von Klonen, die das richtige Restriktionsfragment enthal-
ten, wurden analytische Restriktionsspaltungen mit den Enzymen HindII und ScaI durchge-
führt. Bei Klonierung des gewünschten Fragmentes sollten sich bei der HindII-Spaltung des
Vektors zwei, 136 bp bzw. 4390 bp große Fragmente ergeben. Eine Spaltung des Plasmids mit
ScaI führt zu einem 3056 bp und einem 1470 bp großen Fragment.99
3 ErgebnisseAbbildung 20: Subklonierung von ARS1, CEN4 und URA3 aus pYAC4
Aus dem Vektor pYAC4 wurden zwei unterschiedliche Restriktionsfragmente ausgeschnitten und in den Plasmid-
vektor pBlueScriptII subkloniert. Auf dem 1,6 kb großen PstI, XhoI geschnittenen Fragment liegt das URA3-Gen
und auf dem 2,8 kb großen XbaI, EcoRI geschnittenen Restriktionsfragment ARS1 und CEN4. Die verwendeten
Schnittstellen sind in der Abbildung fett gedruckt.
Um die beiden Fragmente aus pYAC4 zusammenzufügen, wurde ein Linker entworfen, der die
beiden Fragmente aus den Plasmiden URA und ARS/CEN aneinander setzt (Abbildung 21). Er
zerstört dabei die EcoRI-, bzw. die PstI-Schnittstelle der Fragmente und fügt eine diagnostische
NdeI-Schnittstelle ein (LinkerB).
Zuerst wurde der Vektor URA mit dem Restriktionsenzym PstI geschnitten. Danach wurde
an den linearisierten Vektor der LinkerB ligiert. Der Ligationsansatz wurde anschließend mit
XhoI geschnitten und die Fragmente auf einem Agarosegel aufgetrennt. Nach Aufreinigung und
Ankonzentrierung des 1,6 kb großen Fragmentes wurde es in den zuvor mit XhoI und EcoRI ge-
schnittenen Vektor ARS/CEN einligiert. Zur Kontrolle wurde der neu klonierte Vektor mit
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3 Ergebnisseaber mit EcoRI bzw. PstI geschnitten. Der neu entstandene Vektor trug die Bezeichnung ARS/
CEN/URA.
Abbildung 21: Zusammenfügen der zwei Restriktionsfragmente aus pYAC4 (ARS/CEN/URA)
Um die beiden Restriktionsfragmente aus pYAC4 zusammenzufügen, wurde das Insert aus dem Plasmid URAmit
den Enzymen XhoI und PstI herausgeschnitten und zusammen mit einem Linker (LinkerB) zwischen die EcoRI-
und XhoI-Schnittstelle des Plasmids ARS/CEN eingefügt. Der LinkerB fügt an der PstI-Seite des Fragmentes ein
zur EcoRI-Schnittstelle des Vektors ARS/CEN kompatiblen 5‘-Überhang an. Die verwendeten Schnittstellen sind























































































7,3 kb  ori
5'-GAATTGCGGGCCCATATGGCGCGCGTGCAG-3'
3'-CTTAACGCCCGGGTATACCGCGCGCACGTC-5'







3 Ergebnisse3.3.2.3 Konstruktion des Vektors 0.8TelACU
Der 800 bp Telomerrepeat und die Elemente aus pYAC4 sollten als ein Fragment in den Grund-
vektor pPNT eingefügt werden. Daher wurden sie zuvor in einem Zwischenschritt zusammen-
gesetzt (Abbildung 22).
Der Telomerrepeat wurde dazu mit den RestriktionsenzymenNotI und XbaI aus dem Vektor
0.8TelpGEM7 herausgeschnitten. Der Vektor mit den Hefeelementen ARS/CEN/URA wurde
mit denselben Enzymen geschnitten, um den Telomerrepeat in der anschließenden Ligation auf-
nehmen zu können. Das neu entstandene Konstrukt 0.8TelACU ermöglicht es, beide Elemente,
zusammen in einem Fragment aus dem Vektor auszuschneiden.
Abbildung 22: Der Vektor 0.8TelACU
Der Vektor ARS/CEN/URA wurde mit den beiden Enzymen NotI und XbaI geschnitten. Der Telomerrepeat aus
0.8TelpGEM7 wurde mit den gleichen Enzymen herausgeschnitten und in ARS/CEN/URA einligiert. Der neu



















































































3 Ergebnisse3.3.2.4 Der Vektor pPNTel
Als Grundkonstrukt zur Klonierung der Fragmentierungsvektoren diente der in Kapitel 3.3.1
schon erwähnte Vektor pPNT (Tybulewicz et al., 1991). Um den Telomerrepeat und die Ele-
mente aus Hefe in den Grundvektor pPNT einzufügen, wurde das Teilstück, das die gewünsch-
ten Sequenzen enthält, mit den beiden Restriktionsenzymen XhoI und NotI aus dem Vektor
0.8TelACU ausgeschnitten. Das Insert hat eine Größe von 5,2 kb. Das Plasmid pPNTwurde mit
den gleichen Enzymen gespalten. Anschließend wurde das 5,2 kb große Fragment in den Vektor
ligiert (Abbildung 23).
Zur Kontrolle dieses Konstruktionsschrittes wurde zuerst eine XhoI/XbaI-Spaltung durch-
geführt. Bei erfolgreicher Klonierung ergeben sich 3 Fragmente der Größen 6,3 kb, 4,3 kb und
1,9 kb. Addiert man alle drei Fragmentgrößen, ergibt sich die zuvor errechnete Größe des Kon-
struktes von etwa 12,4 kb. Dabei ist das 4,3 kb große Fragment mit dem XbaI/XhoI-Insert des
Vektors ARS/CEN/URA identisch. Zur weiteren Überprüfung wurden zwei weitere Restrikti-
onsspaltungen mit den Enzymkombinationen XhoI/NotI und XbaI/NotI durchgeführt. Mit der
XhoI/NotI-Spaltung wurde die Größe des Inserts und des Ausgangsvektors pPNT überprüft und
mit der XbaI/NotI-Spaltung die Größe des Fragmentes, in dem sich der Telomerrepeat befindet.
Bei der Präparation der Plasmid-DNA im größeren Maßstab (Maxiprep) ließ sich beobach-
ten, daß in dem verwendeten Bakterienstamm DH10B der Telomerrepeat des Konstruktes ver-
loren gehen kann. Daher war es notwendig, bei jeder neuen Präparation des Plasmids, die oben
beschriebenen Restriktionsspaltungen mit der neuen DNA als Kontrolle durchzuführen.103
3 ErgebnisseAbbildung 23: Der Vektor pPNTel
Als Ausgangsbasis zur Klonierung dieses Vektors diente der Vektor pPNT (Tybulewicz et al., 1991). Zur Kon-
struktion von pPNTel wurde zwischen die XhoI- und NotI-Schnittstellen von pPNT das mit den gleichen Enzymen
geschnittene Fragment aus 0.8TelACU einkloniert. Die verwendeten Schnittstellen sind in der Abbildung fett
gedruckt.
3.3.2.5 Klonierung eines 2,7 kb großen α-Satelliten aus D7Z2
Der Bereich D7Z2 des menschlichen Chromosoms 7 besteht aus sich wiederholenden Sequen-
zen (α-Satellitenrepeat), die zu einem Repeat höherer Ordnung organisiert sind. Dieser wieder-
um wiederholt sich vielfach und bildet ein etwa 100-550 kb großes Gebiet (D7Z2) (Wevrick et
al., 1991; Abschnitt 1.5.2).
Durch die Wiederholungen ergibt sich in regelmäßigen Abständen (2,7 kb) eine Schnittstel-
le für das Enzym HindIII. In dem Plasmid pMGB7 ist ein solches 2,7 kb großes Fragment aus
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Nde IUm eine homologe Rekombination zwischen der transfizierten DNA und der genomischen Se-
quenz zu ermöglichen, sollte es zwischen den homologen Bereichen nahezu keine Sequenzab-
weichungen geben (Deng und Capecchi, 1992). Da eine vollkommene Sequenzhomologie des
Repeats aus pMGB7 mit den Sequenzen des Derivativchromosoms 7 in der Zellinie RR14 nicht
gewährleistet ist, wurde aus genomischer DNA der Zellinie ein 2,7 kb großesHindIII-Fragment
aus D7Z2 kloniert.
Dazu wurde DNA der Zellinie mit HindIII gespalten und anschließend auf einem Agarose-
gel aufgetrennt. Die Fragmente, die eine Größe von ca. 2,7 kb hatten, wurden aus dem Gel elu-
iert und in pBlueScriptIIKS(+) eingefügt. Durch Koloniehybridisierung wurde ein
Bakterienklon identifiziert, der einen Repeat aus D7Z2 enthält. Als Sonde diente das Plasmid
pMGB7. Zur Analyse des Klones wurden Restriktionsanalysen mit den Enzymen SacI,HindIII,
ScaI und NdeI durchgeführt. Es ergaben sich die durch das Plasmid pMGB7 bekannten Frag-
mentgrößen (2958 bp, 1707 bp, 1024 bp für SacI; 2961 bp und 2728 bp für HindIII; 3140 bp
und 2549 bp für ScaI; 5689 bp für NdeI). Daher kann davon ausgegangen werden, daß das klo-
nierte Fragment ein Stück des α-Satellitenrepeats D7Z2 ist. Damit stand ein kloniertes Frag-
ment aus D7Z2 zur Verfügung, das mit Sequenzen aus dem Zentromer des menschlichen
Chromosoms aus RR14 zu 100% identisch ist (Abbildung 25, oben).
Abbildung 24: Orientierung möglicher Dimere
Die Abbildung zeigt Vektoren mit möglichen Dimeren des klonierten Fragmentes aus D7Z2. In Abbildung A
haben sich die Fragmente parallel und in B und C antiparallel zueinander angeordnet. Bei A und einer umgekehr-
ten Orientierung des parallelen Fragmentes zum Vektor (nicht gezeigt) ergaben sich bei einer NdeI-Spaltung zwei
Fragmente der Größe 5689 bp und 2728 bp. Die Orientierungsmöglichkeiten B, 4777 bp und 3640 bp, und C,
6601 bp und 1816 bp, wurden in 8 analysierten Klonen mit Dimeren nicht gefunden.
Zur Herstellung eines Fragmentes, das größer als 2,7 kb ist, wurde das Insert aus demVektor
D7Z2 mit HindIII herausgeschnitten und unter solchen Bedingungen in den Vektor wieder ein-





































3 Ergebnisse(Abbildung 25, unten). Von 60 untersuchten Bakterienklonen konnten 10 mit klonierten Multi-
meren identifiziert werden, davon waren 8 Dimere. Die Orientierung der Fragmente im Dimere
(parallel oder antiparallel), wurde durch eine NdeI-Spaltung ermittelt (Abbildung 24). Es erga-
ben sich nur Fragmente der Größen 5689 bp und 2728 bp, was den erwarteten Fragmentgrößen
bei paralleler Anordnung der α-Satelliten entspricht (A). Hätten sich die α-Satellitenfragmente
antiparallel zusammengefunden, wären Restriktionsfragmente der Größen 4777 bp und 3640 bp
(B), bzw. 6601 bp und 1816 bp (C) entstanden. Auch die beiden Multimere, die mehr als zwei
mal den Repeat aufgenommen hatten, zeigten bei der Restriktionsspaltung nur Fragmente der
Größen 5689 bp und 2728 bp. Dabei war deutlich zu erkennen, daß die 2728 bp-Bande mehr
DNA enthielt als die größere. Das läßt den Schluß zu, daß sich auch in diesen beiden Klonen
die Repeats parallel angeordnet hatten.
Abbildung 25: Klonierung der α-Satellitensequenz aus D7Z2
Es wurde ein 2,7 kb großes HindIII-Fragment aus dem α-Satelliten D7Z2 in den Vektor pBlueScriptIIKS(+) klo-
niert. Die oberen beiden Plasmide zeigen den klonierten Bereich aus D7Z2 in unterschiedlicher Orientierung zum
Vektor: (+) oder (-). Die unteren beiden Plasmide (2xD7Z2) zeigen jeweils Dimere des klonierten Repeats, in bei-


























































































































3 ErgebnisseIn Abbildung 25 sind zwei Mono- und zwei Dimere des α-Satellitenfragmentes dargestellt. Die
Orientierung des Repeats im Vektor ist mit plus (+) und minus (-) angegeben. Spaltet man die
DNA eines Monomeres mit ScaI, so ergeben sich bei der (+)-Orientierung zwei Fragmente der
Größen 3140 bp und 2549 bp. Ist der α-Satellitenrepeat in umgekehrter Richtung in den Vektor
pBlueScriptIIKS(+) kloniert worden (-), erhält man zwei Fragmente der Größen 3789 bp und
1900 bp.
Da gezeigt wurde, daß alle Dimere 2xD7Z2 parallel angeordnet waren, ergaben sich bei ei-
ner ScaI-Spaltung der DNA nur zwei mögliche Fragmentgrößenkombinationen: 3140 bp, 2728
bp und 2549 bp für die (+)-Orientierung sowie 3789 bp, 2728 und 1900 für die umgekehrte (-)-
Orientierung des Repeats. Alle vier zur weiteren Konstruktion des Fragmentierungsvektors ver-
wendeten Klone wurden aus dem Vektor heraus ansequenziert. Damit konnten die zuvor be-
schriebenen Ergebnisse verifiziert werden.
3.3.2.6 Konstruktion der Vektoren pPNTelD7Z2
In diesem letzten Klonierungsschritt wurden die α-Satellitensequenzen aus dem Bereich D7Z2
in den Chromosomenfragmentierungsvektor pPNTel einligiert (Abbildung 26). Dieser zu den
genomischen Sequenzen von Chromosom 7 homologe Bereich wurde zwischen den beiden Se-
lektionsmarkern des Plasmids pPNTel eingefügt (Kapitel 3.3.1). Dazu wurden die α-Satelliten
mit EcoRI und KpnI aus dem Vektor herausgeschnitten und jeweils die 2,7 kb bzw. 5,4 kb gro-
ßen Fragmente isoliert. Da bei den beiden Konstrukten, die die monomeren Repeats enthielten,
Insert (2,7 kb) und Vektor (3,0 kb) etwa gleich groß waren, wurde der Vektor zuvor noch durch
eine BglI-Spaltung in drei kleinere Teile (252 bp, 1267 bp und 1442 bp) zerschnitten. Das Insert
enthielt keine Schnittstelle für BglI und blieb daher unversehrt.
Das Plasmid pPNTel wurde ebenfalls mit den Enzymen EcoRI und KpnI geschnitten. An-
schließend wurden die Fragmente mit den α-Satelliten in den Vektor ligiert. In Abbildung 27
sind alle Konstrukte, die in diesem letzten Klonierungsschritt hergestellt wurden, dargestellt.107
3 ErgebnisseAbbildung 26: Das Plasmid pPNTelD7Z2
In den Vektor pPNTel wurde die homologe Sequenz aus D7Z2 eingesetzt. Dazu wurde die EcoRI- und die KpnI-
Schnittstelle verwendet (fett gedruckt). Plus (+) und minus (-) gibt wie zuvor die Orientierung der α-Satelliten
zum umgebenden Vektor an. Da die KpnI-Schnittstelle im Uhrzeigersinn vor der EcoRI-Schnittstelle in der Klo-
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3 ErgebnisseAbbildung 27: Plasmide mit unterschiedlichen homologen Regionen
Diese Abbildung zeigt alle Plasmide pPNTelD7Z2, die durch Einklonieren der homologen Sequenzen aus Abbil-
dung 25 in den Vektor pPNTel entstanden sind. Es existieren Vektoren mit Mono-[pPNTelD7Z2(+) und(-)] und
Dimeren [pPNTel2xD7Z2(+) und (-)] des Repeats in unterschiedlicher Orientierung zur Vektorsequenz.
3.3.3 Chromosomenfragmentierung in der Zellinie Ru Rag 14-4-7-44
Die Integration klonierter Telomer-DNA in Säugerchromosomen und Formation neuer Telome-
re ist von unterschiedlichen Faktoren abhängig. Unter anderem ist die Sequenz des klonierten
Repeats ausschlaggebend. Nur Telomerrepeats der Sequenz (TTAGGG)n sind in Säugerzellen
effektiv in der Lage, neue Telomere zu erzeugen. Die Lage des Telomerrepeats im transfizierten
Konstrukt hat dabei ebenfalls einen Einfluß. Liegt der Telomerrepeat am Ende eines linearen
DNA-Fragmentes, werden mehr Telomere neu gebildet als in zirkulären Konstrukten oder bei
einer Lage des Repeats in der Mitte. Die Länge des Repeats spielt dabei eine untergeordnete
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3 ErgebnisseEin weiterer Faktor ist neben dem transfizierten Konstrukt die verwendete Zellinie, in der
neue Telomere erzeugt werden sollen. Es wurde beobachtet, daß in embryonalen Stammzellen
(ES) der Maus besonders viele Telomere neu gebildet werden. In HeLa-, HT1080-, EC27C4-
Zellen und Wg3H (Hamsterzellen) ist es ebenfalls möglich, Telomere neu zu formieren. Dage-
gen konnten in nicht transformierten somatischen Zellen (10T1/2) nur sehr schlecht und in pri-
mären menschlichen Fibroblasten keine neuen Telomere erzeugt werden (Barnett et al., 1993;
Farr et al., 1991).
Da über eine Telomer-verursachte Chromosomenfragmentierung in der hier verwendeten
Zellinie RR14 zuvor keine Erkenntnisse vorlagen, war es notwendig zu zeigen, daß der Vektor
pPNTel, der den zur homologen Rekombination benötigten Bereich aus D7Z2 noch nicht ent-
hält, in der Lage ist, an beliebiger Stelle im Genom der Zellinie RR14 ein Chromosom zu bre-
chen.
Dazu wurde in die Zellen der Vektor pPNTel transfiziert (2.2.12.4), und die Zellen anschlie-
ßend mit Geneticin selektioniert. An Metaphasechromosomen dieser Zellen wurde eine Fluo-
reszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) durchgeführt (Abbildung 28). Durch die FISH konnte
die Position des transfizierten Konstruktes im Genom der Akzeptorzellen lokalisiert werden.
Dabei war in den meisten Fällen das Fluoreszenzsignal randständig an den Chromosomenenden
zu beobachten. So wie man es erwartet, wenn der Vektor nach der Integration die Chromoso-
men gebrochen hat. Dies ist eine Grundvoraussetzung, um das menschliche Chromosom der
Zellinie gezielt im Zentromer zu verkürzen.110
3 ErgebnisseAbbildung 28: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) von mit pPNTel transfizierten RR14 Zellen
Diese Abbildung zeigt mit dem Plasmid pPNTel transfizierte Hybridzellen der Linie RR 14. Die Zellen wurden
mit DNA des Plasmids pPNTel transfiziert. Nach 24h wurde ein Mediumwechsel mit geneticinhaltigem Medium
(600 µg/ml) durchgeführt und die Zellen 1:2 geteilt. Die weitere Kultivierung der Zellen erfolgte ausschließlich
mit geneticinhaltigem Medium.
Nach Präparation von Chromosomen selektionierter Zellen wurde eine FISH mit dem Plasmidvektor ARS/CEN/
URA als Sonde durchgeführt. In den Abbildungen A-D ist ein Hybridisierungssignal (Pfeil) telomernah zu erken-
nen. In Bild E hybridisiert die Sonde nicht am Telomer.
3.3.4 Transfektion der Zellinie Ru Rag 14-4-7-44-7 mit dem Vektor
pPNTelD7Z2(+) und Subklonierung von Zellklonen
Nachdem gezeigt wurde, daß die klonierte Telomer-DNA in der Zellinie RR14 endständig an
Chromosomen zu finden ist (3.3.3), sollte das schon verkürzte Chromosom 7 aus RR14 gezielt




3 ErgebnisseDazu wurden die Zellen mit dem durch NotI linearisierten Vektor pPNTelD7Z2(+) transfiziert.
Nach Selektion der Zellen mit Geneticin und Gancyclovir ließen sich 345 vereinzelte Zellklone
kultivieren (Kapitel 2.2.13). Zur Analyse wurde aus den einzelnen Zellklonen genomische
DNA extrahiert.
Da das menschliche Chromosom der Menschmaushybridzellen nicht stabil auf die Tochter-
zellen weitergegeben wird, wurden die Zellklone durch eine Southernblotanalyse auf das Vor-
handensein von α-Satellitensequenzen aus D7Z1 und damit auf das Vorhandensein des
menschlichen Chromosom 7 getestet (Abbildung 29).
Abbildung 29: Analyse der selektionierten Zellklone auf das Vorhandensein von D7Z1
Das linke Bild zeigt EcoRI geschnittene genomische DNA, die anschließend auf einem 1-%igen Agarosegel auf-
getrennt wurde. Das rechte Bild zeigt den Southernblot des gleichen Gels. Als Sonde wurde die zuvor mit P32
radioaktiv markierte, aus D7Z1 klonierte DNA pα7d1 verwendet. Die Numerierung der Proben entspricht der in
Abbildung 30. In den Spuren, in denen sich DNA aus Zellklonen befindet, die das menschliche Chromosom 7
noch enthalten, sind die drei für D7Z1 typischen Banden der Größen 340 bp, 680 bp und 1020 bp zu erkennen
(siehe auch Abbildung 11A).
Da sich der α-Satellit D7Z2 zwischen D7Z1 und dem codierenden Bereich des kurzen Armes
7p befindet, besteht bei einem Bruch des Chromosoms in D7Z2 das resultierende Chromosom
nur aus Sequenzen des Zentromers inklusive D7Z1. Das entstandeneMinichromosom hätte also
alle genomischen Sequenzen telomerwärts von D7Z2 verloren. Der abgebrochene Rest des kur-
zen Armes 7p sollte Anteile von D7Z2, nicht aber von D7Z1 enthalten. Da nicht bekannt ist, ob
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3 Ergebnissedie alleinige Existenz von D7Z2 eine Zentromerfunktion und damit die Möglichkeit einer Wei-
tergabe auf die Tochterzellen garantiert, kann dieses Chromosomenfragment verloren gehen.
Daher wurden alle Zellklone durch PCR auf den Marker D7S494 (Abbildung 12, Seite 87),
der telomerwärts von D7Z2 auf dem kurzen Arm liegt, untersucht (Abbildung 30 und 32).
Abbildung 30: PCR mit für D7S494 spezifischen Primern
Die Abbildung zeigt die Zusammenstellung der PCR-Ergebnisse für den Marker D7S494. In den Spuren 1-64
befindet sich DNA der Zellklone, in Spur 65 DNA der Zellinie RR14 und in Spur 66 als Negativkontrolle DNA
der Mauszellinie Rag.
Vergleicht man die Gele der Abbildungen 29 und 30 stellt man fest, daß für D7Z1 positive Klo-
ne auch für denMarker D7S494 positiv sind. Es hat also sehr wahrscheinlich in keinem der Zell-
klone eine homologe Rekombination und Bruch des Chromosoms an beabsichtigter Stelle
stattgefunden. Für die Zellklone, deren Analyse hier nicht abgebildet ist, ergab sich das gleiche
Ergebnis.
Um festzustellen, ob das Konstrukt in einem der Zellklone durch ein nichthomologes Re-
kombinationsereignis in das menschliche Chromosom integriert ist und an dieser Stelle zufällig
das Chromosom gebrochen hat, wurde eine PCRmit einem telomernahenMarker, D7S531 (Dib
et al., 1996), durchgeführt. Bei der PCR mit DNA aller Zellklone, wurde ein Zell-Klon (XXIII-
B1) identifiziert, der diesen Marker nicht enthält, jedoch für den Marker D7S494 positiv ist
(Abbildung 29 und 30 Spur 25; Abbildung 31 und 32). Die PCR-Ergebnisse zeigen, daß dem
Derivativchromosom 7 des Klons XXIII-B1 ein weiterer Teil des kurzen Armes fehlt. Es hat ein
Rekombinationsereignis des Vektors pPNTelD7Z2(+) in das menschliche Chromosom dieses
Zellklons stattgefunden, welches zum Verlust des telomernahen Markers D7S531 führte (Ab-
bildung 32).
Um das Ergebnis, daß das Derivativchromosom des Zellklons XXIII-B1 noch zentromerna-
he Genabschnitte des kurzen Armes von Chromosom 7 enthält zu bestätigen, wurden drei wei-
tere PCR-Reaktionen mit Primern für die STS D7S473, D7S499 und D7S659 (Abbildung 31B)
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Adurchgeführt. Der Zellklon war für alle drei Marker positiv, so daß das Derivativchromosom di-
stal des Markers D7S659 gebrochen sein muß.
Von insgesamt 345 Zell-Klonen waren 217 positiv für D7Z1 und D7S494, daher scheint in
keiner der Zellinien der Vektor durch homologe Rekombination in das Zentromer integriert
worden zu sein. In einer der 217 Zellinien, die das menschliche Chromosom 7 noch enthielten,
führte die Integration des Vektors in den kurzen Arm zu einer Verkürzung des Derivativchro-
mosoms 7p der Zellinie RR14. Zusammen mit dem Telomerrepeat wurde ein Selektionsmarker
in dieses Chromosom eingefügt, der es ermöglicht auf Zellen zu selektionieren, die das verkürz-
te Chromosom enthalten.
Abbildung 31: Der Zellklon XXIII-B1
A: In der Abbildung sind die PCR-Ergebnisse für die beiden Marker D7S494 (zentromernah) und D7S531 (telo-
mernah) gezeigt. Mit DNA des Zellklons XXIII-B1 ergab sich kein spezifisches Produkt mit den Primern für
D7S531. B: Das Derivativchromosom des Zellklons XXII-B1 ist für drei weitere zentromernahe STS-Marker
(D7S473, D7S499 und D7S659) positiv. (GM3104= human Kontrollzellinie, RR14 =Ausgangszellinie, Rag
=Mauskontrolle, LW=Leerwert ohne DNA)
Abbildung 32: Schematische Zusammenfassung der Analyse
In der Abbildung ist die Lage der verwendeten Marker D7S531, D7S494, D7Z1 und die angestrebte Integrations-














































Die Entwicklung eines Vektors, der geeignet ist, große DNA-Abschnitte in Säugerzellen zu
übertragen, die stabil von einer Generation auf die nächste weitergegeben werden und auf Ele-
menten natürlicher Säugerchromosomen beruht, kann auf unterschiedlichen Wegen verfolgt
werden.
Eine mögliche Strategie zur Konstruktion eines solchen Vektors ist die Identifizierung und
komplette Sequenzaufklärung funktioneller DNA-Elemente und eine anschließende Neukon-
struktion eines linearen Säugerchromosoms, welches aus den minimal notwendigen Strukturen
besteht. Da bis zum heutigen Zeitpunkt die elementaren Strukturen menschlicher Chromoso-
men, wie Zentromer und Replikationsursprünge, nicht hinreichend bekannt sind, kann dieser
Ansatz momentan nicht in seiner ursprünglichen Intention verfolgt, sondern nur unter Zuhilfe-
nahme putativer Bauelemente verwirklicht werden. Experimente, bei denen eine solche Strate-
gie verfolgt wurde (Harrington et al., 1997b, Ikeno et al., 1998, Henning et al., 1999) (Abschnitt
1.6.1) bedienten sich dabei chromosomaler Abschnitte in der Größe ganzer YACs, bzw. neu
konstruierter Stücke, deren Funktionalität trotz einiger wichtiger Indizien nicht zweifelsfrei
nachgewiesen werden konnte.
Die Verkürzung eines natürlichen Säugerchromosoms bis zu einer minimalen Größe ist ein
alternativer Ansatz. Dabei wird ein bereits bestehendes Chromosom mit Hilfe von integrieren-
den Vektoren, die Telomersequenzen enthalten und damit neue Chromosomenenden induzie-
ren, gebrochen (Farr et al., 1991, 1992, 1995; Itzhaki et al., 1992; Barnett et al., 1993; Brown et
al., 1994; Heller et al., 1996; Shen et al., 1997; Mills et al., 1999)(Abschnitt 1.6.2). Ein Vorteil
dieses Ansatzes ist, daß es nicht erforderlich ist, die Sequenzen aller funktionell wichtigen
Chromosomenbestandteile zu kennen, da nur Chromosomen mitotisch stabil sind, die alle ele-
mentaren Bausteine enthalten. Der Nachteil dieser Methode ist, daß auch nicht zwingend not-
wendige DNA-Sequenzen in solchen Minichromosomen vorhanden sein können. In der
vorliegenden Arbeit sollte dieser zweite Weg vorbereitet werden.
Während die Identifizierung und Sequenzierung der wichtigen Bauelemente des Zentromers
unabdingbar ist, um Chromosomen de novo konstruieren zu können, ist die Kenntnis der phy-
sikalischen Abstände bekannter Marker und ihrer Lage zueinander im und um das Zentromer
notwendig, um ein künstlich verkürztes Chromosom charakterisieren zu können. Daher wurde
die Zentromerregion von Chromosom 7 kartiert. Die Kartierung der Zentromerregion dient zu-
sätzlich demAuffinden möglichst zentromernaher Sequenzen, die dazu benutzt werden können,
ein Chromosom möglichst gezielt auf seine minimalen Bestandteile zu reduzieren.
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4 Diskussion4. 1 STS-Gehalt-Kartierung der Zentromerregion von Chro-
mosom 7 des Menschen
Aufgrund der gewählten Vorgehensweise dieser Arbeit durch gezielte Verkürzung eines 7p-
Chromosoms ein Minichromosom zu generieren, ist vor allem die Lage von Markern in der
Nähe und zwischen den beiden bekannten α-Satelliten D7Z1 und D7Z2 im Zentromer von
Chromosom 7 von Interesse, da diese zur Analyse von Zellklonen, die ein potentielles Mini-
chromosom enthalten, hilfreich sind.
Die STS-Gehalt-Kartierung wurde unter Zuhilfenahme von zuvor auf die Zentromerregion
lokalisierten YACs, BACs und bereits bekannten STS-Markern aus dieser Region vorgenom-
men. Dabei ergab sich die in Abschnitt 3. 1, Abbildung 12 dargestellte Reihenfolge der geno-
mischen Klone und STS-Marker. Der überwiegende Teil der hier verwendeten STS-Marker
sind polymorphe Mikrosatellitenmarker. Die eingesetzten Oligonukleotidprimerpaare umspan-
nen dabei eine kurze, tandemartige (AC)n-Sequenzwiederholung (Dib et al., 1996).
Vergleicht man die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten STS-Kartie-
rung mit den Ergebnissen der publizierten genetischen Kartierung, so ergeben sich teilweise
Gemeinsamkeiten in der Abfolge der STS-Marker. Dabei wurden nicht alle Primerpaare in bei-
den Arbeiten verwendet. Die Loci D7S499 und D7S494 sind bei beiden Karten in der gleichen
Reihenfolge angeordnet (Tabelle 21).
Tabelle 21: Genetischer Abstand von STS-Markern in der Zentromerregion von Chromosom 7
Der genetische Abstand ist geschlechtsunabhängig und nach Geschlechtern getrennt in centiMorgan zum in der






D7S499 0,8 1,6 0,0 AFM191xh6
D7S494 0,0 0,0 0,0 AFM165zf4
D7S2429 1,2 1,9 0,0 AFMa153tf5
D7S2530 0,0 0,0 0,0 AFM329zb5
D7S520 0,0 0,0 0,0 AFM240ve9
D7S2512 0,0 0,0 0,0 AFMc002zb1
D7S2549 0,7 1,6 0,0 AFMa055xg9
D7S482 0,0 0,0 0,0 AFM070yc1
D7S2503 0,0 0,0 0,0 AFMb346vf9
D7S502 0,0 0,0 0,0 AFM199vh8116
4 DiskussionDer Locus D7S494 liegt zusammen mit dem Locus D7S473 auf einer Reihe von Mega-
YACs, somit sind diese beiden Loci physikalisch eng benachbart. Die drei Loci D7S520,
D7S2512 und D7S2549, die einen genetischen Abstand von 0,0 cM haben, bilden zusammen
mit D7S2793, dem Locus für das Gen β-Glucuronidase, ein zusammenhängendes YAC-contig.
Ein YAC-contig bilden auch die drei Loci D7S482, D7S502 und D7S2503, die ebenfalls keinen
genetischen Abstand zueinander haben. Die beiden contigs, mit einem genetischen Abstand von
0,7 cM konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht miteinander verbunden werden.
Die Abfolge der STS-Marker ist nicht in allen Fällen zwischen der publizierten genetischen
Karte und der hier durchgeführten STS-Gehalt-Kartierung in Übereinstimmung zu bringen. So
ergab sich für den Locus D7S2429 bei der STS-Kartierung keine physikalische Kopplung zu
einem anderen Locus. In der genetischen Karte (Dib et al., 1996) hat er einen Abstand von 0,0
cM zu dem Marker D7S494. Nach Ergebnissen aus unserer Arbeitsgruppe (Kersting, 1997) er-
geben die Primer für den Locus D7S494 mit DNA des Zellhybriden RR14, der den kurzen Arm
des humanen Chromosom 7 als Derivativchromosom enthält, ein PCR-Produkt. Die Primer für
den Locus D7S2429 hingegen amplifizieren zusammen mit DNA des Zellhybriden RR6 (7q)
ein DNA-Fragment. Diese beiden Loci liegen somit wahrscheinlich auf unterschiedlichen
Chromosomenarmen. Das würde bedeuten, daß beide Loci durch die beiden α-Satelliten D7Z1
und D7Z2 voneinander getrennt liegen. Nach den Arbeiten von Wevrick und Willard (1989,
1991), die eine physikalische Kartierung der Region um die beiden α-Satelliten durchgeführt
haben, ergäbe dies einen physikalischen Abstand von mindestens 2-3 Mb. Dies würde auf das
gesamte Genom gesehen einer durchschnittlichen genetischen Distanz von etwa 2-3 cM ent-
sprechen.
Die Lage des Markers D7S494 ist für die vorliegende Arbeit von besonderer Bedeutung.
Denn durch die Lokalisation auf dem kurzen Arm von Chromosom 7 in der Nähe des Zentrom-
ers und telomerwärts von D7Z2 eignet er sich zur Analyse eines eventuell entstandenen Mini-
chromosoms, welches in D7Z2 gebrochen ist. In einem solchen Fragment sollte er nicht mehr
vorhanden sein.
Auch die Betrachtung und Miteinbeziehung anderer Arbeiten bringt keine Klärung der La-
geverhältnisse der zentromerischen Marker zueinander. So überspannt das YAC-contig F
(sWSS3) (Bouffard et al., 1997) nach Angaben der Autoren das Zentromer von Chromosom 7.
In diesem contig liegen die drei Loci D7S2549, D7S520 und D7S2512 relativ dicht beieinander.
Darauf folgend liegen die Loci D7S494, D7S2429 und mit einem etwas größeren Abstand
(mind. 2-3 YAC-Längen) D7S2530 in Richtung 7pter. Dieser Locus hat bei der genetischen117
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D7S520 liegt ein Abstand von 1,2 cM (Dib et al., 1996), so daß sich auch in der Arbeit von
Bouffard et al. (1997) durch STS-Kartierung die Lage der Marker zueinander und ihre Abstände
nicht widerspruchsfrei zu vorangegangenen Arbeiten festlegen lassen.
Neben der Reihenfolge der STS-Marker hat die Lage der beiden großenα-Satelliten im Zen-
tromer von Chromosom 7 zueinander und zu benachbarten STS-Markern für diese Arbeit eine
besondere Bedeutung. Eine Verbindung der beiden α-Satelliten D7Z1 und D7Z2 zu den umlie-
genden Sequenzen konnte durch die hier durchgeführte STS-Kartierung jedoch nicht hergestellt
werden. Daher konnte die Region zwischen diesen beiden Markern nicht näher untersucht wer-
den und war somit unbekannt. Für die Analyse der im Rahmen der vorliegenden Arbeit selek-
tionierten Zellklone, die einMinichromosom enthalten sollten, mußte daher der α-Satellit D7Z1
durch Southernblothybridisierung nachgewiesen werden (Abbildung 29).
Auf den beiden YACs HSCE1090 und HSCE1092, die zur Kartierung in dieser Arbeit ver-
wendet wurden, ließ sich zusätzlich zu D7Z2 eine weitere α-Satellitensequenz identifizieren.
Diese Sequenz, die eine unregelmäßige, gegenläufige Anordnung in ihrenMonomeren hat (We-
vrick et al., 1992), war bereits bekannt, jedoch nur grob in die Nähe einer der beiden großen α-
Satelliten vorlokalisiert. Der Befund, daß eine weitere α-Satellitensequenz bei D7Z2 lokalisiert
ist, ist in Übereinstimmung mit den Arbeiten von de la Puente et al. (1998), die ebenfalls beide
alphoide Sequenzen auf diesen YACs identifizieren konnten. Auch die Orientierung in Rich-
tung 7pter von D7Z2 wird in der Arbeit von de la Puente et al. (1998) bestätigt.
Der D7Z2 und die weitere α-Satellitensequenz enthaltende YAC HSCE1090 überlappt mit
den beiden YACs HSCE303 und 311-H-5, auf denen sich zwei weitere relativ kurze α-Satelli-
tenblöcke befinden (de la Puente et al., 1998). Die beiden Blöcke, die Z5 und Z6 genannt wer-
den, gehören zur suprachromosomalen Familie 4 (M-Typ). Zusätzlich befindet sich in Richtung
7pter auf beiden YACs der Locus D7S1480 (Velasco et al., 1994). In Richtung 7qter haben die
Autoren über den YACHSCE1073 und zwei weitere YACs (714-A-12 und 944-E-3) einen An-
schluß von D7Z1 an den Locus D7S494 postuliert. Nach PCR-Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit liegt dieser Marker allerdings auf dem Zellhybriden RR14, also sehr wahrscheinlich auf
dem kurzen Arm von Chromosom 7. Dies eine die Position, die schon 1994 für diesen Locus
ermittelt wurde (Green et al., 1994).118
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mers
Generelle Probleme bei der Kartierung von genomischen Sequenzabschnitten, insbesondere
von Sequenzabschnitten im Zentromer, führen häufig zu widersprüchlichen Angaben über die
Lage und den Abstand unterschiedlicher Marker. So sind auch die Ergebnisse der Kartierung
der Zentromerregion von Chromosom 7 verschiedener Arbeitsgruppen und die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit in einigen Bereichen divergent.
Ein Problem ist dabei die unterschiedliche Abstandsangabe. Während bei physikalischen
Kartierungen der Abstand zwischen zwei Markern durch eine feste Größe (Basenpaare) ange-
geben werden kann, ist die Abstandsangabe bei der genetischen Kartierung eine statistische
Größe, die die Wahrscheinlichkeit wiedergibt, daß zwei Marker bei der Meiose durch ein cross-
sing over-Ereignis voneinander getrennt werden. Dabei wird davon ausgegangen, daß die
Wahrscheinlichkeit, daß zwei Marker gekoppelt vererbt werden, mit ihrem physikalischen Ab-
stand zueinander abnimmt. Da aber die Wahrscheinlichkeit eines crossing overs nicht an jeder
beliebigen Stelle im Genom gleich ist, entspricht der genetische Abstand, angegeben in centi-
Morgan (cM), nicht überall der gleichen physikalischen Strecke.
Die erheblich geringere Rekombinationsfrequenz in der Zentromerregion verglichen mit an-
deren Regionen ist beispielsweise ein großes Problem bei der genetischen Kartierung. Ein cM
entspricht in der Zentromerregion des X-Chromosoms etwa einer physikalischen Distanz von
3600 kb (Mahtani und Willard, 1998). Über das ganze X-Chromosom betrachtet entspricht hin-
gegen 1cM nur etwa 800 kb (Dib et al., 1996; Nagaraja et al., 1997). Das bedeutet, daß in der
Zentromerregion des X-Chromosoms die Rekombinationshäufigkeit statistisch 4,5 mal gerin-
ger ist als über das gesamte Chromosom verteilt gesehen. Der physikalische Abstand zwischen
zwei STS-Markern, bei denen eine genetische Distanz festgestellt werden konnte, ist dabei im
Zentromerbereich ca. 4,5 mal so groß wie der durchschnittliche Abstand anderer Marker mit
dem gleichen genetischen Abstand auf dem X-Chromosom. Die zur physikalischen Kartierung
verwendeten STS-Marker, hauptsächlich Mikrosatellitenmarker, die zuvor schon zur geneti-
schen Kartierung verwendet wurden, liegen daher erheblich weiter auseinander als die Distan-
zen auf der genetischen Karte vermuten lassen. So konnten für STS-Marker, die einen
genetischen Abstand von 0,0 cM hatten, meist auch YACs gefunden werden, die mehrere dieser
Marker trugen. Wurde jedoch eine meßbare genetische Distanz zwischen zwei Markern be-
schrieben (Dib et al., 1996), ließ sich kein YAC finden, der diese beiden Marker trägt. In diesen
Lücken im YAC-contig war die Dichte der STS-Marker zu gering, um einen YAC, der mehrere119
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zwischen den STS-Markern ein YAC nicht groß genug ist, mehrere Marker zu tragen.
YAC-Vektoren sind die Vektoren, die zur Zeit die größte Menge an “fremd”-DNA aufneh-
men können. Bei der Verwendung von YACs zur physikalischen Kartierung ergeben sich aber
auch eine ganze Reihe von Problemen. Zwischen 40-60% der YACs aus gesamtgenomischen
Bibliotheken chimäre, bzw. rearrangierte Klone (Green et al., 1991) sind. YAC-Bibliotheken
aus Chromosomen-spezifischen Zellhybriden enthalten immerhin noch etwa 10-20% chimäre,
bzw. rearrangierte Klone (Wada et al., 1990). Das hat zur Folge, daß solche YACs nicht zwin-
gend notwendig genomische Sequenzen in der im Genom vorliegenden Abfolge enthalten. Die
Erstellung von Klon-contigs ist hierdurch deutlich erschwert, da, wenn die Rearrangements in
überlappenden Sequenzen zu anderen YACs auftreten, falsche contigs zusammengefaßt werden
können. Der Beweis, daß ein contig die genomische Sequenz eines Chromosomenabschnittes
vollständig und ohne Sequenzen anderer chromosomaler Teilstücke wiedergibt, kann nur durch
mehrere unabhängig klonierte, überlappende YACs erbracht werden.
Als mögliche Ursache für die Entstehung von Chimären wird sowohl die Coligation zweier
Insertfragmente sowie die homologe Rekombination zwischen repetitiven Sequenzanteilen ver-
schiedener YACs in der Hefe angenommen (Larionov et al., 1994). Die homologe Rekombina-
tion zwischen repetitiven Sequenzanteilen könnte auch dafür verantwortlich sein, daß in dem
RAD52 positiven Hefestamm AB1380, der für fast alle YAC-Banken verwendet wurde, YACs
mit α-Satellitenanteilen sehr häufig rearrangiert sind (Neil et al., 1990). Würde bei der Herstel-
lung dieser YAC-Banken ein RAD52 negativer Hefestamm verwendet, wären die YACs mit α-
Satellitenanteilen erheblich stabiler (Ikeno et al., 1998).
Diese Eigenschaften von YACs erschweren die physikalische Kartierung, besonders von
Regionen mit hohem Repeatanteil. Als Beispiel dafür kann der YAC 884-E-9 in der Abbildung
12 genommen werden. Innerhalb des kleinen YAC-contigs, das diesen YAC enthält, war es
nicht möglich, die STS-Marker und die YACs widerspruchsfrei in einer fortlaufenden Abfolge
anzuordnen. Das heißt, daß ein oder mehrere Marker nicht auf diesem YAC nachgewiesen wer-
den konnten, obwohl flankierende Marker Hinweise auf das Vorhandensein dieser Fragmente
gaben. Die Annahme, daß dem YAC 884-E-9 ein Teil der genomischen Sequenz aufgrund eines
Rekombinationsereignisses verloren gegangen ist, führt zu der in Abbildung 12 angegebenen
Reihenfolge der STS-Marker. Diese Anordnung ergibt sich aus PCR-Ergebnissen mit den STS-
Markern D7S520 bis D7S2793, die die geringsten Unstimmigkeiten aufwiesen. Oft findet man
in der Region in und um das Zentromer viel mehr unstimmige als stimmige Versuchsergebnisse120
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Vorbehalt geschehen darf.
Aufgrund der oben beschriebenen Schwierigkeiten, der relativ aufwendigen Präparation rei-
ner YAC-DNA und der Notwendigkeit der Subklonierung der YACs zur Sequenzierung ist man
bei der Erstellung der Gesamtsequenz von Genomen im Laufe der Jahre dazu übergegangen,
andere Vektorsysteme wie BACs und PACs zur Vermehrung und Analyse der genomischen Se-
quenzabschnitte zu verwenden (Dunham et al., 1999; Hattori et al., 2000; Hoskins et al., 2000;
Myers et al., 2000), da Rekombinationsereignisse in solchen Vektoren deutlich seltener vor-
kommen.
4.1.2 Das HSP27-Gen
Bei der Erstellung der STS-Zentromerregion-Karte wurden nicht nur YACs benutzt, sondern
auch mit Hilfe von BACs versucht, Sequenzabschnitte einander zuzuordnen. Einer der dabei
verwendeten ist der BAC 7c23, der zytogenetisch in die Nähe des Zentromers von Chromosom
7 lokalisiert worden war (Prof. Dr. J.R. Korenberg, pers. Mitteilung).
Durch Sequenzierung der Endfragmente dieses BACs konnte die genomische Sequenz des
humanen Hitzeschockproteins HSP27 nachgewiesen werden. Der Sequenzvergleich des SP6-
Endes des Klones ergab eine 97,1%ige Übereinstimmung mit der genomischen Sequenz des
Genes (Anhang 8. 1). Die Sequenzierung wurde nur einmal durchgeführt, wobei nicht alle Ba-
sen eindeutig identifiziert werden konnten. Dies erklärt die nicht 100%ige Übereinstimmung
mit der Sequenz des HSP27-Gens. Weitergehende Untersuchungen zeigten, daß die publizierte
genomische Sequenz (Hickey et al., 1986a) in der Region 7q11.1-11.2 zwischen den Loci
D7S489 und D7S669 (Abschnitt 3. 2) liegt.
Hsp27 gehört zur Familie der kleinen Hitzeschock-Proteine (heat shock protein: hsp). Ihre Syn-
these wird durch subletale Hitzeschocks und andere Umwelteinflüsse, wie Schwermetalle oder
oxydierende Agenzien, angeregt. Hsp27 (Molekulargewicht: 27 kD) wird sowohl in normalen
als auch in Tumorzellen exprimiert. Es spielt eine wichtige Rolle in vielen zellulären Prozessen
wie Thermotoleranz, Actinpolymerisation, Wachstum, Resistenz gegen Chemotherapeutika
und Apoptoseschutz. Das Protein konnte in verschiedenen Geweben wie Mamma, Uterus, Cer-
vix, Plazenta, Haut und Thrombozyten nachgewiesen werden (Ciocca et al., 1993).121
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Zwei genomische Sequenzen von HSP27 (EMBL: L39370; X03900) konnten von Hickey et al.
(1986a) aufgeklärt werden. Die Sequenzen wurden in zwei Klonen des Phagen λ nachgewiesen
(Hickey et al., 1986a), die durch Hybridisierung mit dem c-DNA Klon pH208 (Hickey et al.,
1986b) in einer Genbank gefunden wurden. Der Klon 2711 enthält die genomische Sequenz des
Gens, während in Klon 2708 ein Pseudogen von HSP27 enthalten ist.
Durch den Sequenzvergleich und die PCR-Ergebnisse, die im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit erzielt wurden, konnte die Lokalisation der Sequenz, die dem Phagenklon 2711 entspricht,
auf Chromosom 7 eindeutig geklärt werden. Im Rahmen des Humanen Genom Projektes wurde
zwischenzeitlich ein weiterer BAC-Klon sequenziert (363M4; GenBank: 4753219), der die ge-
samte genomische Sequenz des Gens enthält, die zuerst in dem Phagenklon 2711 gefunden wur-
de (Koslowicz et al., 1999). Dieser Klon liegt in der chromosomalen Region 7q11.2-q22. Die
Lokalisation des BAC-Klons 363M4 stimmt mit der im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermit-
telten chromosomalen Lage des HSP27-Gens überein.122
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14-4-7-44-7 (RR14)
Die Idee, ein humanes Minichromosom zu erzeugen, kann auf unterschiedlichen Wegen ver-
folgt werden. Es war bereits bekannt, daß sich Chromosomen durch Transfektion von Telom-
errepeats brechen lassen (Farr et al, 1991), was als Grundlage einer Verkürzungsstrategie
genutzt werden kann.
Die Existenz natürlich vorkommender humaner Derivativchromosomen, die bereits einen
Chromosomenarm verloren haben, reduziert den Aufwand zur Etablierung eines Minichromo-
soms deutlich, da nur noch ein Chromosomenarm gebrochen werden muß. Ein solches Deriva-
tivchromosom liegt in der Mensch-Maus Hybridzellinie RR14 vor. Es handelt sich um das auf
den kurzen Arm 7p reduzierte humane Chromosom 7.
Die gezielte, weitere Verkürzung des bereits existierenden Chromosoms 7p erfordert die
Konstruktion von Vektoren, die Elemente enthalten, die künstliche Chromosomenbrüche indu-
zieren können. Als notwendige Elemente werden ein Telomer zur Verkürzung, ein der geno-
mischen Sequenz homologer Bereich zur Rekombination sowie Selektionsmarker benötigt.
4.2.1 Einfügen neuer Telomere in Chromosomen der Zellinie RR14
Da Telomere in der Lage sind, Chromosomen zu brechen, sollte in der Zellinie RR14 (Vort-
kamp et al., 1991) das vorhandene menschliche Derivativchromosom 7p durch Telomer-verur-
sachte Chromosomenfragmentierung (Farr et al., 1991) verkürzt werden. Dazu wurden
Vektoren konstruiert, die u.a. einen 800 bp langen humanen Telomerrepeat enthalten (Abschnitt
3.3.2). Die Effizienz, mit der neue Telomere gebildet werden, ist weitgehend unabhängig von
der Länge des eingefügten Telomerrepeats. So konnte gezeigt werden, daß bereits ein 800 bp
langer humaner Repeat Chromosomen genauso wirksam bricht wie 1,6 kb und 3,2 kb lange (Ha-
nish et al., 1994). Telomerrepeats mit anderen Sequenzen als die der Säugetiere sind allerdings
nicht in der Lage, neue Telomere zu induzieren (Hanish et al., 1994) und daher für Chromoso-
menfragmentierungen in Säugerzellen nicht geeignet. Der Mechanismus, der zur Fragmen-
tierung der Chromosomen führt, ist noch nicht geklärt. Möglicherweise konkurrieren
telomerbindende Faktoren wie TRF1, TRF2 (Zhong et al., 1992; Chong et al., 1995; Bilaud et
al., 1997, Griffith et al., 1999) oder der Telomerasekomplex selbst mit Reparaturenzymen der
Zelle, die bei einer Rekombination beteiligt sind, um die DNA-Bindung an den Repeatsequen-
zen und verhindern so das Zusammenfügen der beiden DNA-Enden. Das entstandene terminale123
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der Zellteilung nicht mehr stabil auf die Tochterzellen weitergegeben werden.
In der in dieser Arbeit verwendeten Hybridzellinie RR14 (Vortkamp et al., 1991) sowie der
murinen Ausgangszellinie Rag wurden zuvor noch keine Experimente zur Verkürzung von
Chromosomen durch transfizierte Telomer-DNA durchgeführt. Die erste Zellinie, in denen
neue Telomere in endogene Chromosomen durch Transfektion von Telomer-DNA eingeführt
wurden (Farr et al., 1991), war der Mensch/Hamster Hybride 2D (Goss und Harris, 1977). Als
parentale Ausgangszellinie diente Wg3H des chinesischen Hamsters. Auch in anderen immor-
talisierten Zellinien wie HeLa, EC27C4, EFC, HT1080 und DT40 konnten Chromosomen
durch Telomere gebrochen werden (Itzhaki et al., 1992; Barnett et al., 1993; Hanish et al., 1994;
Heller et al., 1996; Mills et al., 1999). In primären menschlichen Fibroblasten und der Mauszel-
linie 10T1/2 scheint es hingegen nicht möglich oder zumindest wesentlich ineffektiver zu sein,
mit Hilfe von Telomersequenzen Chromosomen zu fragmentieren (Barnett et al., 1993). Eine
mögliche Ursache dafür könnte das Fehlen des Enzyms Telomerase in der primären Fibrobla-
stenzellinie sein (Counter et al., 1992). Nicht-transformierte, differenzierte Zellinien eignen
sich daher nicht für Experimente, bei denen Chromosomen durch transfizierte Telomere gebro-
chen werden sollen (Barnett et al., 1993).
Die verwendete Mensch/Maus Zellinie RuRag 14-4-7-44-7 ist aus der Verschmelzung der
immortalisierten Tumorzellinie Rag der Maus (Klebe et al., 1970) mit menschlichen Fibrobla-
stenzellen entstanden. Sie ist daher der von Farr et al. (1991) verwendeten Zellinie sehr ähnlich.
Zunächst war es jedoch notwendig zu zeigen, daß es in der Hybridzellinie RR14 prinzipiell
möglich ist, mittels Telomer-verursachter Chromosomenfragmentierung Chromosomen zu ma-
nipulieren (Abschnitt 3.3.3). Dies wurde anhand der Transfektion mit dem Vektor pPNTel ge-
testet. In der anschließenden Analyse der transfizierten Zellen mittels FISH (Abbildung 28)
konnte gezeigt werden, daß das transfizierte Telomerkonstrukt sich terminal an endogenen
Mauschromosomen der Zellinie befand. Diese Beobachtung deutet auf eine Integration des
transfizierten Vektors hin. Die bevorzugte Lage der Vektoren am Ende der Chromosomen (Ab-
bildung 28) läßt vermuten, daß diese an der Integrationsstelle gebrochen sind. Dies ist eine
Grundvoraussetzung für die gezielte Verkürzung des Derivativchromosoms in der verwendeten
Zellinie.124
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soms 7p
Ein ideales Minichromosom, welches als Vektor verwendet werden könnte, müßte nur aus
strukturell wichtigen Sequenzanteilen eines Chromosoms bestehen und sollte keine Gene des
Ursprungschromosoms enthalten. Je kleiner ein solches Minichromosom ist, desto wahrschein-
licher ist es, daß es nur wenige oder gar keine zusätzlichen Gene enthält. Durch eine gezielte
Verkürzung des Chromosoms 7p im Zentromer könnte versucht werden, ein Minichromosom
zu erzeugen, welches nur noch aus Bereichen des Zentromers und den beiden Telomeren, dem
schon vorhandenen und dem neu eingefügten bestehen würde. Durch eine gezielte homologe
Rekombination des im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Vektors in das Zentromer des
menschlichen Derivativchromosoms der Zellinie RR14 sollte es ermöglicht werden, dieses im
Zentromer ein zweites mal zu brechen.
Bei der Analyse der selektionierten Zellklone, wurde jedoch kein derartiges Minichromo-
som gefunden. Das kann zwei Gründe haben. Erstens, es hat keine homologe Rekombination
des Vektors im Zentromer des Ausgangschromosoms stattgefunden. Zweitens, es ist ein Chro-
mosomenfragment entstanden, welches nicht mitotisch stabil war und daher verloren ging. Im
folgenden sollen die möglichen Gründe für dieses Ergebnis unter Berücksichtigung der Kon-
struktionsstrategie des verwendeten Vektors pPNTelD7Z2 diskutiert werden.
4.2.2.1 Verwendung von Zentromerabschnitten für die homologe Rekombina-
tion
Das Prinzip der homologen Rekombination wird meist dazu verwendet, Gene eines Organismus
gezielt in embryonalen Stammzellen auszuschalten und sogenannte “knock out”-Mutanten her-
zustellen. Dabei wird ein linearisierter Vektor, der zur genomischen Sequenz des Gens homo-
loge Bereiche enthält, in die Zelle eingeführt. Die im Vektor enthaltene Sequenz sollte sich an
den homologen genomischen DNA-Abschnitt anlagern, so daß ein Austausch des chromosoma-
len Abschnittes stattfinden kann. Der Vektor sollte mehrere Kilobasen an homologen Bereichen
enthalten, die rekombinieren können.
Damit ein Gen durch homologe Rekombination ausgeschaltet werden kann, muß die in die
Zelle eingeführte DNA einen Abschnitt des Gens in veränderter Form beinhalten. Durch den
transfizierten Vektor werden in das Gen entweder zusätzliche Sequenzen eingefügt, ein oder
mehrere Stopcodons generiert oder ein Stück des kodierenden Bereichs des Gens entfernt (Aus-
ubel et al., 1987).125
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im wesentlichen aus Zentromersequenzen von Chromosom 7 bestehen soll, wurde ein kurzer
Teil des α-Satelliten D7Z2 ausgewählt (Abschnitt 1.5.2). D7Z2 hat eine Größe zwischen 100
kb und 550 kb und liegt weniger als 1 Mb von D7Z1 entfernt (Wevrick und Willard, 1991), in
dem das Derivativchromosom schon einmal gebrochen ist (Hansen, 1975; Abschnitt 2.1.8.2).
Der α-Satellit D7Z2 liegt vom α-Satelliten D7Z1 aus in Richtung 7pter (Wevrick und Willard,
1991; Abbildung 12) und ist daher im Derivativchromosom des Zellhybriden RR14 enthalten
(Abbildung 11). In der Zellinie 4AF2/3/KO15 liegen beide α-Satelliten auf einem 3,3 Mb gro-
ßen Restriktionsfragment (Wevrick et al., 1992). Würde das Derivativchromosom im Bereich
D7Z2 durch den Vektor gebrochen, entstünde bei ähnlichen Größenverhältnissen in der Zellinie
RR14 ein Minichromosom, welches kleiner als 3,3 Mb groß wäre. Da allerdings weder die Grö-
ße von D7Z1 noch der Abstand von D7Z1 zu D7Z2 in dieser Zellinie bekannt ist, könnte das
Minichromosom auch erheblich kleiner als 3,3 Mb sein.
Um eine größtmögliche Basenübereinstimmung des homologen Abschnittes aus D7Z2 zu
gewährleisten, wurde er aus DNA der Zellinie RR14 kloniert. Dieser 2,7 kb große HOR (Ab-
schnitt 1.5.1.2) entspricht dem des Plasmids pMGB7 (Waye et al., 1987), der aus einem Phagen
subkloniert wurde. Damit aus dem Bereich D7Z2 ein größeres als das 2,7 kb Fragment zur Ver-
fügung steht, wurde das Insert aus dem Vektor herausgeschnitten und als Dimer zurückligiert.
Im Zuge der Klonierungsexperimente entstanden auch Plasmide mit monomeren α-Satelliten-
inserts. Daher standen vier unterschiedliche Plasmide mit Inserts der Größen 2,7 kb und 5,4 kb
in unterschiedlicher Orientierung zu den Schnittstellen des Vektors pBluescriptIIKS(+) als ho-
mologe Sequenzbereiche zur Verfügung (Abschnitt 3.3.2.5).
Innerhalb eines HOR besteht eine Sequenzhomologie von mehr als 99% (Durfy und Wil-
lard, 1989) und die einzelnen Monomere sind in unidirektionaler Orientierung zueinander in
größere DNA-Abschnitte organisiert (Lee et al., 1997). Daher ist es sehr wahrscheinlich, daß
auch die konstruierten dimeren Inserts im Vektor einen entsprechenden homologen Sequenzab-
schnitt im Chromosom haben und sich in Größe und Sequenz nicht oder nur geringfügig unter-
scheiden. Dies ist für eine homologe Rekombination notwendig. Die Orientierung der α-
Satellitenabschnitte D7Z1 und D7Z2 zu umliegenden Sequenzabschnitten des Chromosoms 7
ist bisher nicht geklärt. Daher war es sinnvoll D7Z2-Sequenzen in beiden möglichen Orientie-
rungen in den Fragmentierungsvektor einzufügen.126
4 DiskussionAbbildung 33: Die Integration des Vektors pPNTelD7Z2 kann zu zwei unterschiedlichen Derivativ-
chromosomen führen
Je nach Orientierung des α-Satelliten D7Z2 im Derivativchromosom 7p kann der Vektor pPNTelD7Z2 (V) das
Chromosom so brechen, daß A ein Minichromosom aus Sequenzen des Zentromers von Chromosom 7 (M1) oder
B ein Derivativchromosom 7p ohne D7Z1-Anteile (M2) entsteht.
Zur Transfektion der Zellinie RR14 konnte aus Zeitgründen nur einer der 4 klonierten Vektoren
verwendet werden. Da die Orientierung derα-Satellitensequenz D7Z2 imChromosom nicht be-
kannt ist, könnte bei einer Fragmentierung des Derivativchromosoms in D7Z2 auch ein
Chromosom entstehen, welches nur aus Sequenzen des kurzen Arms von Chromosom 7 und
Teilen des α-Satelliten D7Z2 besteht und keinen D7Z1-Anteil mehr enthält (Abbildung 33B).
Cremer et al. beschreiben ein Derivativchromosom 7p in der Glioblastom-Zellinie TC 593, wel-
ches bei einer FISH-Untersuchung keine erkennbaren Signale mit der D7Z1 spezifischen Probe
pα7t1 ergab (Cremer et al., 1988). Das würde dafür sprechen, daß D7Z1 zur Bildung eines funk-
tionsfähigen Zentromers nicht unbedingt erforderlich ist.
Ob D7Z2 als α-Satellitenanteil zur Bildung eines aktives Zentromers ausreicht, ist nicht si-
cher. Denn Untersuchungen an gestreckten Chromosomen mit CREST-Antisera, die an CENPs
binden, ergaben keine erkennbaren Immunfluoreszenzsignale im Bereich D7Z2 von normalen
menschlichen Chromosomen (Haaf und Ward, 1994). Das wiederum spricht gegen eine Betei-
ligung von D7Z2 am aktiven Teil des Zentromers des Chromosoms. Das Fehlen von CENPs im
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4 Diskussiondizentrischen Chromosomen ist häufig ein partieller oder kompletter Verlust der CENPs-Bin-
dung und damit der Zentromeraktivität zu beobachten (Earnshaw et al., 1989; Peretti et al.,
1986).
Das Fehlen der Fluoreszenzsignale könnte aber auch damit erklärt werden, daß die D7Z2-
Sequenz, die erheblich kürzer als D7Z1 ist, zusätzlich viel weniger CENP-B boxes enthält. Die
geringere Bindung von CREST-Antikörpern kann daher auch auf eine viel geringere Bindung
von CENP-B, dem häufigsten der Zentromerproteine, zurückzuführen sein (Cooke et al., 1990).
Jedoch gibt die Bindung von CENP-B alleine keinen Aufschluß über die Zentromeraktivität, da
beispielsweise das menschliche Y-Chromosom kein CENP-B bindet (Pluta et al., 1995) und
CENP-B-knock out-Mäuse keinen erkennbaren Phänotyp zeigen (Hudson et al., 1998; Perez-
Castro et al., 1998; Kapoor et al., 1998).
Bei den Analysen der Zellklone im Rahmen dieser Arbeit ist kein Derivativchromosom 7p
entdeckt worden, welches nur aus Sequenzen des kurzen Arms ohne D7Z1-Anteilen besteht. Da
bisher nicht zweifelsfrei geklärt werden konnte, daß D7Z2 als α-Satellit ausreicht, um ein akti-
ves Zentromer zu bilden, ist es möglich, daß ein derartiges Derivativchromosom nicht stabil an
die nächste Zellgeneration weitergegeben würde.
Würde der Vektor in der umgekehrten Orientierung, wie im vorangegangenem Abschnitt
diskutiert, in D7Z2 integrieren, entstünde ein relativ kleines Derivativchromosom (Abbildung
33A). Die genaue Größe des verbliebenen Stücks D7Z1 im Chromosom 7p der Zellinie RR14
ist nicht bekannt. In einer anderen Zellinie (4AF2/3/KO15), die ein nicht gebrochenes Chromo-
som 7 enthält, liegen beide α-Satelliten auf einem 3,3 Mb großen Restriktionsfragment (We-
vrick et al., 1992). Daher ist ein entstandenesMinichromosom in RR14 wahrscheinlich <3,3Mb
und kann sogar kleiner als das bisher kleinste publizierte, künstlich erzeugte, lineare Minichro-
mosom von 2,4 Mb (Mills et al., 1999) sein. Über die Stabilität eines solchen Chromosoms in
der Mauszellinie Rag, die als Akzeptorzellinie bei der Erzeugung der Zellinie RuRag 14-4-7-
44-7 verwendet wurde, ist nichts bekannt. Die durch die Transfektion von α-Satelliten und Te-
lomer-DNA, bzw. YACs entstandenen MACs (Harrington et al., 1997; Ikeno et al., 1998; Hen-
ning et al., 1999) waren größer als 2,4 Mb und somit erheblich größer als die transfizierte
Ausgangs-DNA. Dies deutet auf eine mögliche Größenselektion linearer Chromosomen in Säu-
gerzellen hin (Harrington et al., 1997b, Ikeno et al., 1998). Es ist denkbar, daß ein durch die Ver-
kürzung in D7Z2 entstandenes Minichromosom, unabhängig von der Orientierung, in der es
gebrochen wurde, nicht mitotisch stabil ist und daher nicht nachgewiesen werden konnte. Das
würde bedeuten, daß es zur Erzeugung des Minichromosoms notwendig sein kann, das Chro-
mosom 7p weiter telomerwärts zu brechen.128
4 Diskussion4.2.2.2 Wahrscheinlichkeit einer Integration durch homologe Rekombination
Eine homologe Rekombination ist in Säugerzellen ein relativ seltenes Ereignis. Sie ist von
vielen Faktoren abhängig und aufgrund fehlender Erfahrungen mit der verwendeten Zellinie
RR14 in ihrer Häufigkeit nicht vorhersagbar. Die meisten Erfahrungen mit homologer Rekom-
bination wurden mit embryonalen Stammzellinien der Maus gemacht, da die Erzeugung von
transgenen Mäusen und “knock out”-Mutanten der Maus heute eine häufig angewendete Me-
thode der molekularen Genetik ist, um die Funktion von Genen in vivo zu untersuchen (Capec-
chi , 1989). Prinzipiell ist eine homologe Rekombination auch in anderen somatischen Zellinien
wie beispielsweise LMtk- (Thomas et al., 1986), DT40 (Buerstedde und Takeda, 1991) oder
CHO-Zellen (Brown et al., 1994) möglich. Die Wahrscheinlichkeit einer homologen Rekombi-
nation, bzw. das Verhältnis von homologer zu zufälliger Rekombination ist je nach Zellinie sehr
unterschiedlich.
Durch die Transfektion der Zellen mit dem Vektor pPNTelD7Z2(-) ließ sich das menschli-
che Derivativchromosom 7p der Zellinie RR14 verkürzen. Die PCR-Analyse von 345 zuvor se-
lektionierten Einzelklonen ergab, daß in der DNA des Zellklons XXIII-B1 der telomernahe
STS-Marker D7S531 (Dib et al., 1996) nicht mehr nachgewiesen werden konnte, obwohl die
Southernblotanalyse das Vorhandensein des α-Satelliten D7Z1 zeigte. Drei weitere STS-Mark-
er, die sich in der Nähe des Zentromers auf dem kurzen Arm von Chromosom 7 befinden, konn-
ten jedoch in diesem Zellklon nachgewiesen werden. Die Befunde sind durch eine Deletion des
terminalen Chromosomenanteils zu erklären und deuten darauf hin, daß der Vektor nicht durch
homologe Rekombination in das Zentromer des Derivativchromosoms, sondern spontan in das
menschliche Chromosom der Zellinie aufgenommen worden ist und dies an der Integrations-
stelle gebrochen hat.
Ähnliche Versuche wurden von Brown und Mitarbeitern (Brown et al., 1994) durchgeführt.
Die Autoren versuchten, ein Telomerrepeat durch homologe Rekombination in das Zentromer
des Y-Chromosom zu integrieren, um Derivativchromosomen des kurzen und des langen Ar-
mes künstlich zu erzeugen. Dazu wurden zwei Vektoren konstruiert, die neben dem Telomer-
repeat und einem positiven Selektionsmarker (neo), jeweils 5,7 kb aus dem Bereich DYZ1 in
entgegengesetzter Orientierung enthielten und in eine Mensch/Hamster Hybridzellinie, die eine
Kopie des menschlichen Y-Chromosoms enthielt, transfiziert. Um jeweils einen Klon zu iden-
tifizieren, der ein menschliches Y-Chromosom enthielt, das im Zentromer gebrochen war, muß-
ten 45000 neo-resistente Klone für den langen und 25000 neo-resistente Klone für den kurzen
Arm analysiert werden. Davon waren jeweils 12 unabhängig voneinander entstandene Klone129
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mosom, welches direkt im Zentromer gebrochen war. Daher müssen sehr wahrscheinlich eine
erheblich mehr als 345 selektionierte Zellklone untersucht werden, um einen Klon zu finden,
der ein auf das Zentromer verkürztes Minichromosom enthält.
Es wäre hilfreich, die Wahrscheinlichkeit einer gezielten homologen Rekombination zu er-
höhen. Dazu kann auf spezifische Selektionsstrategien zurückgegriffen werden (Abschnitt
4.2.2.3), alternativ könnten die Experimente auch in einer geeigneteren Zellinie durchgeführt
werden. In der Hühner-B-Zellinie DT40 wurde beispielsweise eine erhöhte Rate an homologen
gegenüber zufälligen Rekombinationsereignissen imVergleich zu anderen Zellinien beobachtet
(Buerstedde und Takeda, 1991). Möglicherweise ist die Zellinie DT40 für Transfektionen mit
dem Fragmentierungsvektoren pPNTelD7Z2 besser geeignet als RR14. Zuvor müßte das Deri-
vativchromosoms 7p jedoch in die Zellinie DT40 transferiert werden.
4.2.2.3 Selektion zur Anreicherung von homologen Rekombinationsereignissen
Da eine homologe Rekombination in Säugerzellen, wie etwa embryonalen Stammzellen, ein
sehr seltenes Ereignis ist, müssen Zellen, die die exogene DNA auf diese Art ins Genom aufge-
nommen haben, selektionierbar sein. Es hat sich als günstig erwiesen, zwei Selektionsmarker-
gene, ein positives und ein negatives, in das Konstrukt einzubauen (Mansour et al., 1988), da
auf diese Weise sowohl auf ein generelles Rekombinationsereignis wie auch auf eine spezifi-
sche homologe Rekombination selektioniert werden kann.
Als Ausgangsvektor zur Konstruktion des Plasmides pPNTel diente der Vektor pPNT (Ty-
bulewicz et al., 1991). Dieser wurde entwickelt, um Gene in embryonalen Stammzellen der
Maus auszuschalten. Mit Hilfe dieses Vektors gelang es, das c-abl Protoonkogen in ES Zellen
zu zerstören und aus diesen Zellen einen Mausstamm zu züchten, in dem das Gen homozygot
mutiert ist (Tybulewicz et al., 1991). Er enthält zwei in eukaryontischen Zellen selektionierbare
Markergene, neo und hsv-tk, die eine Selektion von Zellen, in denen der Vektor durch homologe
Rekombination in die Sequenz des Zielgens aufgenommen wurde, ermöglichen (Abschnitt
4.2.2.1).
Als positiver Marker diente hier ein Antibiotikaresistenzgen, das Neomycinresistenzgen
(neo), das für das Enzym Aminoglycosid-Phosphotransferase kodiert. Dieses Gen macht die
Zellen unempfindlich gegen das Antibiotikum Neomycin sowie dessen Analoga, wie etwa Ge-
neticin (G418) (Mansour et al., 1988; Southern und Berg, 1982).
Der negative Selektionsmarker diente dazu, Zellen zu eliminieren, in denen der Vektor an130
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ein Gen, dessen Produkt die Zellen empfindlich gegen ein dem Medium zugesetztes Substrat
macht. Bei der Konstruktion von pPNTel wurde das Herpes-Simplex-Virus-Thymidinkinase-
gen (hsvtk) verwendet (Mansour et al., 1988; Littlefield, 1964). Zellen, die das hsvtk-Gen ex-
primieren, sind sensitiv gegen die Virostatika Acyclovir und Gancyclovir. Das negative
Selektionsmarkergen wird randständig zu dem homologen Sequenzbereich in den Vektor ein-
gefügt.
Zellen, in denen das Konstrukt durch homologe Rekombination aufgenommen wurde, kön-
nen doppelt selektioniert werden. Wird der linearisierte Vektor ins Genom einer Zelle integriert,
ist diese unempfindlich gegen das Antibiotikum Geneticin [G418]. Bei einer homologen Re-
kombination wird der randständig gelegene negative Selektionsmarker (hsvtk) nicht mit ins Ge-
nom integriert. Dadurch bleiben nur die Zellen, die den Vektor an der gewünschten Stelle ins
Genom aufgenommen haben, unempfindlich gegenüber dem zugesetzten Substrat (Gancyclo-
vir). Durch die Verwendung dieser positiv-negativ Selektionsstrategie kann die Wahrschein-
lichkeit einer homologen Rekombination in ES-Zellen der Maus zur Erzeugung von “knock
out”-Mutanten um den Faktor 2000 erhöht werden (Mansour et al., 1988). Von der Annahme
ausgehend, daß sowohl die konstruierten Vektoren, als auch die beiden verwendeten Zellinien,
in dieser Arbeit und der von Brown et al. (1994)(Abschnitt 4.2.2.2) zur Verkürzung des Y-Chro-
mosoms verwendeten, die selben Eigenschaften in Bezug auf homologe Rekombinationstätig-
keit hätten, müßte durch die verwendete Selektionsstrategie einer von etwa 20-30 Klonen durch
homologe Rekombination verkürzt worden sein. Diese günstige Vorhersage ist so nicht einge-
treten, denn keiner der 217 Zellklone, die ein Derivativchromosom 7p enthielten, konnte durch
homologe Rekombination in der vorliegenden Arbeit verkürzt werden. Die Integration des Vek-
tors erfolgte stattdessen durch ein nichthomologes Rekombinationsereignis mit einem unbe-
kannten Chromosomenabschnitt des Derivativchromosoms. Die Diskrepanz zur erwarteten
Häufigkeit könnte dadurch erklärt werden, daß der Faktor 2000 (Mansour et al., 1988) für die
Anreicherung von Zellen, in denen eine homologe Rekombination stattgefunden hat, ein expe-
rimentell ermittelter Wert in einer embryonalen Stammzellinie ist und daher sehr wahrschein-
lich nicht ohne weiteres auf andere Zellinien übertragbar ist.
Neben der verwendeten Zellinie und der Konstruktion des Vektors (Hasty et al., 1991a, 1992)
beeinflussen auch andere Parameter, wie die Länge des homologen DNA Abschnittes (Hasty et
al., 1991b), der Grad der Homologie zwischen der chromosomalen und der homologen Sequenz
im Vektor (Deng und Capecchi, 1992), die Methode mit der die DNA in die Zelle transfiziert131
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wird (Thomas et al., 1986) sowie die Lokalisation der chromosomalen Sequenz, mit der eine
Rekombination stattfinden soll (Hasty et al., 1994), die Effizienz dieser Methode.
So war der homologe Bereich des Vektors, der in dieser Arbeit verwendet wurde, etwa 2 kb
kürzer als der von Brown et al. (1994) beschriebene. Je kürzer dieser Bereich ist, desto unwahr-
scheinlicher wird eine homologe Rekombination (Hasty et al., 1991b).
Abbildung 34: Vergleich von pPNTelDZ72 mit Vektoren zur Erzeugung von “knock out “-Mutanten
A: Verkürzung des Derivativchromosoms 7p durch den Vektor pPNTelD7Z2 B: Einfügen des neo-Gens in eine
kodierende, chromosomale Region zur Generierung von “knock out”-Mutanten.
Der in dieser Arbeit verwendete Vektor pPNTelD7Z2(-) unterscheidet sich von den für gene
targeting verwendeten Vektoren (Mansour et al., 1988), da er keinen zweiten homologen Chro-
mosomenabschnitt enthält. Stattdessen ist an dieser Stelle der Telomerrepeat, der das Chromo-
som abschließen soll, positioniert. Das neo-Resistenzgen liegt also außerhalb der homologen
Region und wird nicht von ihr umgeben. Außerdem soll der Vektor nicht im eigentlichen Sinn
in die Region integrieren, wie er es bei einem gene targeting idealerweise tut. Der Telomerre-
peat distal des Neomycinresistenzgens soll zu einem Bruch des Chromosoms an dieser Stelle
führen und liegt daher am Ende des linearisierten Vektors, an der Stelle, an der ansonsten der
zweite homologe Sequenzabschnitt in dem “knock out”-Konstrukt eingefügt wird (Abbildung
34). Welche Auswirkung diese konstruktionelle Änderung auf die durchgeführte Selektions-
strategie hat, wurde bisher noch nicht experimentell untersucht. Es wurde zwar ein in der An-
ordnung der funktionellen Elemente ähnlicher Vektor, pHTtkM3 (Farr et al., 1991) konstruiert,
aber über die gezielte Verkürzung eines Chromosoms mit diesem Plasmid ist bisher nichts be-
kannt.
Wird durch die konstruktionelle Änderung die Effizienz der Selektionsstrategie negativ be-
einflußt, muß möglicherweise eine noch viel größere Anzahl an Zellklonen selektioniert und
analysiert werden, um einen Klon zu erhalten, in dem das Derivativchromosom 7p durch homo-
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4 Diskussion4.2.3 Vermehrung von humanen Minichromosomen in Hefe
Ummenschliche Minichromosomen eingehender untersuchen zu können, ist es sinnvoll, sie
auch in Organismen einbringen und vermehren zu können, die Eigenschaften aufweisen, die
eine Beeinflussung des Chromosoms erleichtern. Zur späteren Vermehrung eines potentiellen
Minichromosoms in Hefe sind eine Reihe zusätzlicher Sequenzelemente in den Fragmentie-
rungsvektor pPNTel eingefügt worden. Die drei Sequenzelemente ARS1,CEN4 undURA3wur-
den dem YAC-Vektor pYAC4 (Burke et al., 1987) entnommen. Die autonome
Replikationssequenz ARS und das Hefezentromer CEN sind neben den Telomeren der Hefe für
die geregelte Weitergabe von Chromosomen in S. cerevisiae nötig (Murray und Szostak, 1983).
Das URA3-Gen dient als Selektionsmarker (Abschnitt 3.3.2.2). Als Telomere können in Hefe
auch menschliche Telomerrepeats dienen. Dies wurde dazu genutzt, menschliche Telomere in
S. cerevisiae zu klonieren (Riethmann et al., 1989). Daher sollte es ausreichen, in ein potentiel-
les Mini-Säugerchromosom ein Hefezentromer und eine autonome Replikationssequenz mit
einzufügen, um es in S. cerevisiae vermehren zu können. Bis heute ist in der Literatur kein Mi-
nichromosom beschrieben worden, welches klein genugwäre, um es in S. cerevisiae zu vermeh-
ren. Dennoch schien es in der vorliegenden Arbeit sinnvoll, den Vektor so zu konstruieren, daß
gegebenenfalls eine Amplifikation eines Minichromosoms in Hefe möglich wäre. Auch andere
Experimentatoren haben aus ähnlichen Überlegungen die drei oben beschriebenen Hefeelemen-
te mit in ihre Fragmentierungsvektoren aufgenommen (Brown et al., 1994).133
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4.3.1 Schritte zur weiteren Verkürzung des Derivativchromosoms 7p
Durch die Integration des Vektors pPNTelD7Z2(-) in das menschliche Derivativchromosom 7p
des Klons XXIII-B1 ist neben einem neuen Telomer auch ein in Eukaryonten positiv selektio-
nierbarer Marker mit eingeführt worden. Damit eignet sich der Klon zur Übertragung des mo-
difizierten 7p-Chromosoms in andere Zellen, da eine Selektion auf die Zellen möglich ist, die
das Derivativchromosom 7p aufgenommen haben. Um dieses Chromosom gezielt weiter zu
verkürzen wäre es sinnvoll, es in eine andere Zellinie zu transferieren, welche eine erhöhte Rate
an homologen Rekombinationen aufweist. Als Zellinie wäre die Hühner-B-Zellinie DT40 ge-
eignet (Buerstedde und Takeda, 1991). In diese Zellinie konnte durch Mikrozell-vermittelten
Chromosomentransfer das Minichromosom HyTM1/36 (Farr et al., 1992) eingeschleust wer-
den, um es in einem nächsten Schritt durch Telomer-verursachte Chromosomenfragmentierung
verbunden mit homologer Rekombination gezielt zu verkürzen (Mills et al., 1999). Die Autoren
wählten als homologen Sequenzabschnitt ein 12,5 kb langes Restriktionsfragment aus dem
ZXDA-Gen, welches 400 kb vom α-Satellitenbereich des X-Chromosoms entfernt liegt. Da-
durch ist es gelungen, ein nur 2,4 kb großes, mitotisch stabiles Minichromosom zu erzeugen. Es
wurden dabei 2 von nur 200 Klonen identifiziert, die ein verkürztes Chromosom aufwiesen,
ohne eine positiv-negativ Selektionsstrategie zu verwenden. Dies spricht für eine hohe Fre-
quenz von homologen Rekombinationsereignissen in der Zellinie DT-40.
Bei einem weiteren Versuch zur Verkürzung des Derivativchromosoms des Zellklons XXI-
II-B1 sollte ebenfalls ein größerer homologer DNA-Bereich, als der in pPNTelD7Z2(+/-), ver-
wendet werden. Dazu bieten sich die im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Vektoren mit
einem doppelt so großen Sequenzabschnitt aus D7Z2, pPNTel2xD7Z2(+/-), an. Sinnvoll wäre
auch, daß neo-Gen durch einen anderes positiv selektionierbares Markergen, wie z.B. das Hy-
gromycinresistenzgen, auszutauschen, da das Derivativchromosom des Zellklons XXIII-B1,
schon ein Neomycinresistenzgen durch die erste Verkürzungsrunde enthält. Dazu stehen die
beiden Restriktionsschnittstellen KpnI und XhoI zur Verfügung. Durch das Einfügen eines neu-
en Resistenzgens wäre dann eine Selektion auf ein weiteres Integrationsereignis möglich.
Die Orientierung der α-Satellitensequenz D7Z2 im Zentromer des Derivativchromosoms 7p
ist bisher nicht bekannt. Daher ist es möglich, daß bei der Transfektion des Vektors
pPNTelD7Z2(-) Chromosomen 7p ohne D7Z1-Anteil entstanden sind (Abbildung 33B). Bei134
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pPNTelD7Z2(+) und pPNTel2xD7Z2(+), mit gegenläufiger Orientierung des α-Satelliten, zur
Verwendung kommen.
Die Ergebnisse von Brown et al. (1994) lassen vermuten, daß die Wahrscheinlichkeit einer
homologen Rekombination in konstitutivem Heterochromatin der Zentromere erheblich
schlechter ist als in euchromatischen Chromosomenabschnitten. Da als DNA-Abschnitt bei
pPNTelD7Z2 für die homologe Rekombination der α-Satellit D7Z2 gewählt wurde, der zusätz-
lich Aufgaben als Teil des Zentromers haben kann, wäre zu überlegen, ob ein euchromatischer
Bereich auf dem kurzen Arm von Chromosom 7 in der näheren Umgebung des Zentromers als
homologer Bereich zur Rekombination gewählt werden kann, um das Chromosom an dieser
Stelle ein weiteres mal mit höherer Wahrscheinlichkeit zu verkürzen.135
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mente: Stand der Technik, Perspektiven und Anwen-
dungen
Die Entwicklung von künstlichen Chromosomen in der Hefe S. cerevisiae (YACs) (Murray und
Szostak, 1983) war ein wichtiger Schritt zum Verständnis der Funktion eukaryontischer Chro-
mosomen. Sind erst einmal alle wichtigen Chromosomenbestandteile identifiziert und charak-
terisiert besteht die Aussicht, in ähnlicher Weise künstliche Säugerchromosomen mit
definierten funktionellen Sequenzabschnitten zu erzeugen. Dabei sind die künstlichen Chromo-
somen selbst erst einmal ein wichtiges Vehikel zur Erforschung funktionell wichtiger chromo-
somaler Elemente höherer, mehrzelliger Organismen. Darüber hinaus lassen sie sich als
Vektoren zur Expression größerer chromosomaler Regionen verwenden.
4.4.1 Entwicklung artifizieller Säugerchromosomen
In den letzten Jahren sind eine Reihe wichtiger Versuche durchgeführt worden, bei denen künst-
liche Chromosomen durch die Transfektion von zuvor klonieren (YACs, BACs) α-Satelliten
und Telomeren in der Zellinie HT-1080 erzeugt wurden (Harrington et al., 1997b, Ikeno et al.,
1998, Henning et al., 1999; Ebersole et al., 2000)(Abschnitt 1.6.1). Die entstandenen de novo
Chromosomen waren Multimere der transfizierten Ausgangs-DNA, die sich durch einen nicht
näher bekannten Prozeß in der Zellinie gebildet haben.
Bei keinem der erzeugten Chromosomen war es bisher möglich, die genaue DNA-Sequenz
zu bestimmen. Die Zusammensetzung der MACs wurde durch FISH oder Restriktionskartie-
rung ermittelt (Harrington et al., 1997b, Ikeno et al., 1998; Masumato et al., 1998). Dabei konn-
ten allerdings nur die Sequenzen identifiziert werden, deren Sequenzzusammensetzung zuvor
bekannt war und die daher als Hybridisierungssonde zur Verfügung standen. Durch die Ver-
wendung humaner, chromosomenspezifischer Proben konnte in den MACs, die sich aus YACs
gebildet haben, keine andere als die zuvor in die Zellen eingebrachte DNA nachgewiesen wer-
den (Ikeno et al., 1998; Masumato et al., 1998). Die Auflösung dieser Methode liegt jedoch im
Bereich des mikroskopisch Sichtbaren. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, daß sich klei-
nere endogene Sequenzanteile anderer Chromosomen in den MACs befinden. Aufgrund der re-
lativen Größe und der repetitiven Natur der Zentromere (Abschnitt 1. 5) war eine detailliertere
Sequenzanalyse der entstandenen Chromosomen bisher nicht möglich.
Ob sich bei den Versuchen von Harrington und Mitarbeitern (1997b) die MACs nur aus α-136
4 DiskussionSatelliten und Telomersequenzen gebildet haben, ist ebenfalls unsicher. Bei den beschriebenen
Experimenten bildeten sich nur dann MACs, wenn zusätzlich zu den künstlich erzeugten α-Sa-
telliten und Telomerrepeats humane, genomische DNA cotransfiziert wurde. Bei der Cotrans-
fektion mit Maus-DNA bildeten sich keine künstlichen Chromosomen. Dies kann durch das
Fehlen von potentiellen Replikationsursprüngen in den künstlich erzeugten DNA-Anteilen er-
klärt werden, aber auch damit, daß der transfizierte α-Satellit allein nicht ausreicht, ein Zentro-
mer zu bilden. Daher ist die Frage, welche Sequenzen zur Ausbildung eines Zentromers
benötigt werden, immer noch nicht eindeutig zu beantworten. Die Analyse von Neozentromer-
en zeigt, daß sich auch an anderen Sequenzen als α-Satelliten in menschlichen Zellen Zentro-
mere bilden können (Barry et al., 1999)(Abschnitt 1.5.3).
Neben der Entwicklung und näheren Untersuchung künstlicher Säugerchromosomen wur-
den schon bestehende natürliche Chromosomen durch Telomer-verursachte Chromosomen-
fragmentierung sukzessiv verkürzt. Dabei entstanden Minichromosomen, die kleiner als 5 Mb
sind (Farr et al., 1991, 1992, 1995; Itzhaki et al., 1992; Barnett et al., 1993; Brown et al., 1994;
Heller et al., 1996; Shen et al., 1997; Mills et al., 1999)(Abschnitt 1.6.2). Das kleinste von ihnen
wurde aus dem humanen X-Chromosom erzeugt, ist etwa 2,4Mb groß und besteht in der Haupt-
sache aus α-Satelliten DNA (~1,8 Mb). Daneben enthält es einen etwa 40 kb großen γ-Satelli-
tenanteil und ein Teil des Zinkfingergens ZXDA, in dem es bei der letzten Verkürzungsrunde
gebrochen wurde (Mills et al., 1999).
4.4.2 Manipulation von Säugerchromosomen
In den letzten Jahren sind einige interessante Techniken zur gezielten Manipulation von Chro-
mosomen der Bakterien und Hefen, aber auch von Säugerchromosomen entwickelt worden. Sie
ermöglichen die Kombination verschiedener DNA-Elemente in den einzelnen Spezies und kön-
nen so zur Etablierung von künstlichen Chromosomen als Expressionsvektoren beitragen.
In Hefe ist eine gezielte Rekombination zwischen zwei Chromosomen durch Einbringen ho-
mologer Sequenzanteile in beide Chromosomen möglich (Den Dunnen et al., 1992; Larin et al.,
1996). Die Verwendung von häufig vorkommenden humanen Repeatsequenzen kann zur Neu-
kombination oder Deletion bestehender YACs verwendet werden. Dazu sind spezielle TAR-
(Transformations Assoziierte Rekombinations)-Vektoren erzeugt worden, die neben den zur
autonomen Replikation benötigten Hefesequenzen Anteile menschlicher Repeats enthalten (La-
rionov et al., 1996). Dadurch könnten in S. cerevisiae gezielt neue Gene in Minichromosomen-
vektoren eingebracht oder diese verkürzt werden. Anschließend könnten die Minichromosomen
wieder in Säugerzellen transferiert werden, um ihre Funktionalität zu untersuchen.
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4 DiskussionFür einen Austausch von Chromosomen zwischen Hefen und Säugerzellen eignen sich He-
festämme, deren Telomerase so verändert ist, daß an den Chromosomenenden statt der eigenen
die Telomersequenzen von Säugetieren angehängt werden (Henning et al., 1998). Dies ist not-
wendig, da der menschliche Telomerrepeat als Template für die Telomerase von S. cerevisiae
verwendet werden kann, die Hefe aber ihren eigenen Repeat an die humanen Telomerenden an-
fügt (Cross et al., 1989). Dieser Repeat ist wiederum in Säugerzellen kein Template für die
Säugetiertelomerase (Hanish et al., 1994). Daher würden die Enden des Minichromosoms von
der menschlichen Telomerase nicht mehr verlängert, was auf Dauer den Verlust dieses künstli-
chen Chromosoms zur Folge haben könnte.
Die gezielte homologe Rekombination zweier Sequenzen in DT40-Zellen, die eine erhöhte
Rate an homologen zu nichthomologen Rekombinationen aufweisen (Buerstedde und Takeda,
1991), ist eine Möglichkeit zur effizienten Manipulation von Chromosomen (Kuroiwa et al.,
1998; Mills et al., 1999; Kuroiwa et al., 2000). In DT40-Zellen können gezielt Chromosomen
durch Telomer-vermittelte Chromosomenverkürzung gebrochen (Kuroiwa et al., 1998; Mills et
al., 1999), aber auch neue Sequenzabschnitte in Chromosomen eingefügt werden (Buerstedde
und Takeda, 1991; Kuroiwa et al., 2000). Mit dem Cre-loxP-Rekombinationssystem des Bak-
teriophagen P1 (Abremski et al., 1983) lassen sich auch in Säugerzellen Translokationen zwi-
schen verschiedenen Chromosomen hervorrufen, um Gene oder ganze Chromosomen neu zu
kombinieren, die keine homologen Sequenzanteile enthalten (Smith et al., 1995; van Deursen
et al., 1995; Kuroiwa et al., 2000). Durch Cotransfektion von zu exprimierenden Genen, Sele-
ktionsmarker-DNA und Satelliten-DNA können gleichfalls neue Gene in Minichromosomen
eingebracht werden (Guiducci et al., 1999).
Es stehen damit eine Reihe von Verfahren zur Verfügung, um bereits bestehende MACs,
bzw. Minichromosomen miteinander zu kombinieren oder diese weiter zu verkürzen. Aufgrund
der relativen Größe bestehender MACs und Minichromosomen sind vor allen Dingen die Ver-
fahren, welche Manipulation von Chromosomen innerhalb der Säugetierzelle ermöglichen, mo-
mentan von Interesse.138
4 Diskussion4.4.3 Anwendungsmöglichkeiten
Durch Mikrozell-vermittelten Chromosomentransfer (MMCT)(Fournier et al., 1977) ist es ge-
lungen, menschliche Mini-Chromosomen (Shen et al., 1997) in embryonale Stammzellen der
Maus zu transferieren und transgene Mäuse aus ihnen aufzuziehen (Shen et al., 2000). Durch
die Integration von Zentromerabschnitten der Maus in ein humanes Mini-Chromosom ist ein
Minichromosom (ST1) in ES-Zellen entstanden, welches etwa 4,5 Mb groß ist, stabil auf die
Tochterzellen weitergegeben wurde und auch in Geweben von Mäusen, die aus den ES-Zellen
gezüchtet wurden, wiederzufinden war (Shen et al., 2000). Jedoch wird dieses Mini-Chromo-
som noch relativ ineffizient auf die nächste Mausgeneration weitergegeben (Shen et al., 2000).
Experimente von Tomizuka und Mitarbeiter haben gezeigt, wie es möglich ist, Chromoso-
men oder Chromosomenfragmente (hCFs) als “Vektoren” zu verwenden und diese sogar durch
die Keimbahn auf die nächste Säugetiergeneration zu übertragen. Dazu wurden Mäuse aus ES-
Zellhybriden herangezogen, die ganze menschliche Chromosomen oder hCFs enthielten. Zur
Erzeugung dieser embryonalen Mausstammzellinien wurde zuerst in Chromosomen humaner
embryonaler Fibroblasten ein Neomycinrestistenzgen durch zufällige Integration eingebracht.
Die Zellen wurden danach mit derMauszellinie A9 verschmolzen und G418-Resistente Hybrid-
zellklone selektioniert, die als Donorzellinie für einen Mikrozell-vermittelten Chromosomen-
transfer verwendet wurden. Nachdem die Mikrozellen erneut mit A9-Zellen verschmolzen
wurden, konnten etwa 700 unabhängig voneinander entstandene G418-resistente Klone selek-
tioniert werden. Diese Zellen wurden dannmit PCR auf die humanen Immunglobulin-(Ig)-Gene
κ, λ und Gene für die schwere Kette sowie mit Markern für die Chromosomen 2, 14 und 22 un-
tersucht. Die Klone, die die Sequenz für die menschlichen Igs enthalten, wurden zum MMCT
mit ES-Zellen verwendet um aus ihnen Mäuse zu erzeugen, die menschliche Ig-Gene exprim-
ieren (Tomizuka et al., 1997)(Abbildung 35).139
4 DiskussionDurch die Kreuzung zweier transchromosomaler (Tc) Mauslinien wurden Mäuse gezüchtet,
die menschliche Antikörper exprimieren (Tomizuka et al., 2000). Eine der beiden transchromo-
somalenMauslinien enthält das humane Igκ-Gen [Tc(w23)], die andere ein menschliches Chro-
mosom-14-Fragment, welches den IgH-Locus trägt [Tc(SC20)]. Als Ausgangslinie wurde eine
Igκ/IgH doppel “knock out”-Mausmutante (KO) verwendet, bei der beide Mausgene funktions-
unfähig waren. Diese doppelt Tc- doppelt KO-Mäuse eignen sich zur Herstellung “menschli-
cher” monoklonaler Antikörper. Die Ergebnisse demonstrieren, daß die Tc-Technologie zur
Humanisierung des Mausgenoms genutzt werden kann.
Bei den Arbeiten von Kuroiwa und Mitarbeitern wurden viele der bereits erwähnten Tech-
niken vereint um das humane Chromosomenfragment Tc(SC20)(Tomizuka et al., 2000) als ma-
nipulierbaren “Minichromosomenvektor” zu etablieren. Dazu wurde die Cre/loxP vermittelte
Chromosomentranslokation und die Telomer verursachte Chromosomenfragmentierung in
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4 DiskussionEine etwa 10 Mb große chromosomale Region um den humanen Igλ-Locus auf Chromosom 22
wurde durch die Integration einer loxP-site auf einer Seite und einer gerichteten Telomer-ver-
ursachten Chromosomenfragmentierung auf der entgegengesetzten Seite (Kuroiwa et al., 1998)
eingegrenzt. Durch die stabile Expression der Cre-Rekombinase in DT40 Zellen, die sowohl das
Chromosomenfragment Tc(SC20), in der ebenfalls eine loxP-Seite integriert wurde, sowie das
humane Chromosom 22-Fragment enthielt, fand eine Translokation dieser beiden Chromoso-
menfragmente statt. Die 10 Mb große chromosomale Region um den Igλ-Locus, die allein nicht
mitotisch stabil ist, wurde so mit dem stabilen Tc(SC20) Chromosomenfragment, welches den
IgH Locus enthält, gekoppelt (λ-HAC). Durch MMCT wurde dieses neu zusammengesetzte
Chromosom anschließend in ES-Zellen der Maus transferiert und aus diesen chimäre Mäuse
herangezogen, die menschliche IgH- und Igλ-Loci exprimieren (Kuroiwa et al., 2000).
Diese Verbindung von Minichromosomen-, Tc-Technologie, Cre/loxP-Rekombinationssy-
stem und homologe Rekombination in DT40-Zellen zeigt auf, welcheMöglichkeiten in Zukunft
zur Erzeugung transgener Tiere zur Verfügung stehen werden.
Eine andere Arbeit (Hernandez et al., 1999) befaßt sich mit der Untersuchung von Gendo-
siseffekten, die eine Rolle bei menschlichen Erkrankungen spielen. Die Trisomie des Chromo-
soms 21 führt zum Down Syndrom und ist die häufigste der Aneuploidien beim Menschen (1
von 600 lebend Geborenen und 1 von 150 Schwangerschaften weltweit). Als wahrscheinliche
Ursache für die Ausprägung des Phänotyps wird eine Verschiebung der Gendosis angenommen.
Zur Etablierung eines Mausmodellsystems verwendeten die Autoren ein Protokoll des Mikro-
zell-vermittelten Chromosomentransfers, bei dem die Mikrozellen zusätzlich mit γ-Strahlen be-
strahlt werden (Dowdy et al., 1990), um Chromosomenfragmente des menschlichen
Chromosoms 21 in ES-Zellen einzuschleusen und Mauslinien aus ihnen zu züchten. Die chimä-
ren Mäuse dienen als Modell zur Untersuchung, welche chromosomalen Regionen an der Aus-
prägung spezieller Phänotypen verantwortlich sind. Die TC-Technologie kann so auch zur
Erforschung von Erkrankungen beitragen, bei denen die Gendosis als Ursache des Phänotyps
angenommen wird.
Die beschriebenen Versuchsansätze haben in den letzten Jahren eine Reihe von künstlich er-
zeugten oder verkürzten Chromosomen hervorgebracht, die nur zum Teil mitotisch stabil sind.
Die Entwicklung von Minichromosomenvektoren, die während Mitose und Meiose stabil wei-
tergegeben werden, ist jedoch notwendig, um große chromosomale DNA-Abschnitte in Zellen
einschleusen und damit zur Erzeugung transgener Tiere effektiv verwenden zu können. Um141
4 DiskussionMACs oder Minichromosomen als Vektoren bei der Gentherapie einzusetzen, ist darüberhinaus
eine detaillierte Kenntnis der einzelnen Sequenzabschnitte der Vektoren unabdingbar. Gene, die
sich direkt am oder im Zentromer befinden und exprimiert werden, dürfen keinesfalls in Gen-
therapievektoren enthalten sein, da sie ein unkalkulierbares Risiko für den Patienten darstellen.
In diesem Falle wäre nicht abzuschätzen, welchen Einfluß das bereits im Vektor enthaltene Gen
auf die Homöostase der Empfängerzelle hat. Zum Ausschluß eines jeglichen Risikos müssen
daher noch kleinere artifizielle oderMinichromosomenvektoren hergestellt werden, die eine ge-
zieltere Analyse und Manipulation der Vektorsequenzen zulassen. Ein Transfer der verwende-
ten MACs, oder Minichromosomen in anderen besser manipulierbaren Systemen, wie etwa S.
pombe, S. cerevisiae oder E. coli wäre bei diesem Vorhaben von großem Vorteil. Dazu müßten
die bestehenden Minichromosomen durch weitere, idealerweise gezielte Fragmentierungen
wenn möglich so weit verkürzt werden, daß sie in den genannten Modellorganismen vermeh-
rungsfähig sind. Es macht also weiterhin Sinn, möglichst kleine MACs und Minichromosomen
zu erzeugen, deren Vermehrung auch außerhalb von Säugerzellen möglich ist.142
5 Zusammenfassung5 Zusammenfassung
Das Genom der meisten höheren Organismen enthält neben den kodierenden und regulatori-
schen Sequenzen auch Sequenzabschnitte, die für die funktionelle Organisation des Genoms in
Chromosomen und die geregelte Weitergabe der Erbinformation an die Tochterzellen notwen-
dig sind. Als bedeutende funktionelle Elemente wurden in S. cerevisiae Replikationsursprünge
(ARS), Telomere (TEL) und das Zentromer (CEN) identifiziert. Bei Säugetieren macht die
Komplexität der Genome jedoch das Auffinden funktioneller DNA-Sequenzen erheblich
schwieriger als bei einfachen Eukaryonten. So konnte bisher als einziges die DNA-Sequenz, die
für die Telomerfunktion in Säugerzellen notwendig ist, eindeutig identifiziert werden.
Eine Teilaufgabe dieser Arbeit war es, überlappende genomische Klone aus dem Zentro-
merbereich des menschlichen Chromosoms 7 durch STS-Gehalt-Kartierung zu sortieren, um
die Grundlage für eine eventuell folgende Sequenzanalyse dieses strukturell wichtigen Chromo-
somenabschnitts zu schaffen und die Analyse von verkürzten Chromosomen 7p zu ermögli-
chen. Von insgesamt 136 bereits vorsortierten Klonen konnten dabei 69 in 7 kleine contigs
eingeteilt werden, die zwischen den STS-Markern D7S499 auf dem kurzen Arm 7p und
D7S2503 auf dem langen Arm 7q lagen.
In einem der verwendeten Klone, BAC 7c23, konnte das Gen des kleinen Hitzeschockpro-
teins HSP27 nachgewiesen werden. Bei genauerer Untersuchung des Klones ergab sich eine
Lokalisation auf dem langen Arm 7q11.1-11.2 zwischen den STS-Markern D7S489 und
D7S669.
Künstliche Säugerchromosomen könnten analog den künstlichen Chromosomen der Hefe
(YACs) ein wichtiges Werkzeug für die Erforschung und Veränderung der Geninformation in
Säugetieren sein. Es wurde deswegen ein Vektor konstruiert, mit dem man durch Telomer-ver-
mittelte Chromosomenfragmentierung ein natürliches Chromosom verkürzen kann, um ein
möglichst kleines Chromosom zu erhalten, welches später als Basis zur Erzeugung eines artifi-
ziellen Säugerchromosoms dienen sollte. Zur Verkürzung wurde eine Mensch/Maus-Hybrid-
zellinie (RuRag 14-4-7-44-7) gewählt, in der der kurze Arm des menschlichen Chromosom 7
vereinzelt als Derivativchromosom vorliegt. In den zur Verkürzung konstruierten Vektor wurde
ein Teil des Zentromers von Chromosom 7 aus dem Bereich D7Z2 eingefügt. Diese Sequenz
soll das targeting (gezielte Einbringen) des Vektors direkt in das Zentromer des Derivativchro-
mosoms ermöglichen. Der Vektor wurde weiterhin mit einem 800 bp langen Telomerrepeat
ausgestattet, der Chromosomen fragmentieren und an der Bruchstelle ein künstliches Ende an-143
5 Zusammenfassungfügen kann. Zusätzlich wurden die drei Hefeelemente ARS1, CEN4 und URA3 eingefügt.
Durch das Einbringen dieser Sequenzelemente sollte ein ausreichend verkürztes menschliches
Chromosoms in S. cerevisiae vermehrt und dadurch besser manipuliert werden können. Der
Vektor (pPNTel) enthielt zudem die beiden selektierbaren Markergene neo und hsv-tk. Wäh-
rend das neo-Gen die Möglichkeit eröffnet, Zellen zu selektionieren, die den Vektor stabil ins
Genom integriert haben, können durch das hsv-tk-Gen die Zellen angereichert werden, die ihn
durch homologe Rekombination gezielt an einer bestimmten Stelle des Genoms aufgenommen
haben.
In Transfektionsversuchen konnte gezeigt werden, daß die Vektoren in der Lage sind, die
Chromosomen der Zellinie RuRag 14-4-7-44-7 zu fragmentieren. In einem von insgesamt 345
selektionierten Zellklonen (XXIII-B1) wurde das menschliche Derivativchromosom 7p ver-
kürzt.
Die im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Vektoren und die erzielten Kartierungsergebnis-
se sind eine wertvolle Grundlage für weiterführende Arbeiten zur Herstellung vonMinichromo-
somen. Der Ansatz der Verkürzung eines bereits existierenden Derivativchromosoms besitzt im
Vergleich zu vielen anderen Verkürzungsstrategien, bzw. einer Neukonstruktion das Potential,
durch eine weitere Verkürzung ein Minichromosom entstehen zu lassen, welches möglicher-
weise keine kodierenden Sequenzabschnitte mehr enthält. Ein solches Minichromosom wäre
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Für Mengen-, Größen-, Zeit- und andere physikalische Angaben wurden SI- oder gesetzliche
Einheiten verwendet. Die Basen der Nukleinsäuren wurden mit dem gebräuchlichen Einbuch-
stabencode abgekürzt.146
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8 Anhang8 Anhang
8. 1 FASTA-Vergleich von 7c23_sp6
7c23_sp6_m13.txt /rev
emhum1:hshsp27x
ID HSHSP27X standard; DNA; HUM; 2496 BP.
AC L39370; X03900;
NI g662840
DT 09-MAR-1995 (Rel. 43, Created)
DT 09-MAR-1995 (Rel. 43, Last updated, Version 1)
DE Human heat shock protein 27 (HSPB1) gene exons 1-3, complete cds.
SCORES Init1: 724 Initn: 1072 Opt: 1790




2000 2010 2020 2030 2040
499 489 479 469 459 449
7c23_s GAGTGCTTGAAGCCAAGAGTTNTAGACCAGCCTGGACAACATAGTAAGACTGTCTCTAAA|||||||||||||||||||||:||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
hshsp2 GAGTGCTTGAAGCCAAGAGTTCTAGACCAGCCTGGACAACATAGTAAGACTGTCTCTAAA
2050 2060 2070 2080 2090 2100
439 429 419 409 399 389
7c23_s AAATAAAAATTAGGCAGGGTGGTACTGNAACGCCTGTAGTCCCAGCTACTCANGGAGGCT|||||||||||||||||||||||||||: ||||||||||||||||||||||| |||||||
hshsp2 AAATAAAAATTAGGCAGGGTGGTACTGC-ACGCCTGTAGTCCCAGCTACTCA-GGAGGCT
2110 2120 2130 2140 2150 2160
379 369 359 349 339 330
7c23_s GAGGCAGGAGGATNGCTTGNGCCCAGGAGTTG-AAGGGTACAGTGAGCTAACATCGTGCC|||||||||||||:|||||:||||| |||||| | ||||||||||||||||||||||||
hshsp2 GAGGCAGGAGGATCGCTTGAGCCCA-GAGTTGTGAAGGTACAGTGAGCTAACATCGTGCC
2170 2180 2190 2200 2210 2220
329 319 309 299 289 279 270
7c23_s ATTGCACTCCAGCCTGGGCAACAGAACAAGATCNTGTNTCAAAACAACCAAAAGCCCAGA|||||||||||||||||||||||||||||||||:|||:||||||||||||||||||||||
hshsp2 ATTGCACTCCAGCCTGGGCAACAGAACAAGATCCTGTCTCAAAACAACCAAAAGCCCAGA
2230 2240 2250 2260 2270 2280
269 259 249 239 229 219 210
7c23_s GAGAAAGAGTGAGACCCCATCTTTAAAAGAAAAAAAAAAAAAGGTCATGATTGCAAGGTC||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||
hshsp2 GAGAAAGAGTGAGACCCCATCTTTAAAAG-AAAAAAAAAAAAGGTCATGATTGCAAGGTC
2290 2300 2310 2320 2330 2340168
8 Anhang209 199 189 179 169 159 150
7c23_s ACGATTGCAATTAAAACTGTAAGGTGGGGAAGGAGGAGGAAATAAGAGAAGCACCTGAGG||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
hshsp2 ACGATTGCAATTAAAACTGTAAGGTGGGGAAGGAGGAGGAAATAAGAGAAGCACCTGAGG
2350 2360 2370 2380 2390 2400
149 139 129 119 109 99 90
7c23_s CTTGAGTTCTCAGGAGCACCTAGGTTGGGTCCCAGGTGAAGGGGCACAGAGGTAATTGCA||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
hshsp2 CTTGAGTTCTCAGGAGCACCTAGGTTGGGTCCCAGGTGAAGGGGCACAGAGGTAATTGCA
2410 2420 2430 2440 2450 2460
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